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序論 
 
非アルコール性脂肪性肝炎 (NASH) は、明らかなアルコール摂取歴がないに
もかかわらず、アルコール性肝障害に類似した病態を示す。肝臓の炎症と線維
化を伴うことが多く、進行すると肝硬変や肝細胞癌に至ることがあるうえ 1)、
ウイルス性肝炎の減少に伴う新たな肝細胞癌の発生母地としても問題視されて
いる 2)。本邦の肝硬変に占める NASH を誘因とする肝硬変の罹患率は 2.1% 3)、
また肝細胞癌に占めるNASHを誘因とする肝細胞癌の罹患率は2–5%と報告され
ている 4)。NASH の有病率は世界的に 3–5%と推定され 5)、近年の肥満人口の増
加に伴って増加傾向にあるとも推定されている 6)。しかしながら、NASH に特
異的かつ効果的な治療法は未だ確立されていない。したがって、NASH の治療
戦略を創出するための基盤的情報として、その病態進行メカニズムを詳細に理
解することが求められている。 
NASH の病態進行メカニズムに関しては two-hit theory が広く認知されてきた 
7) (Fig. 1)。すなわち、first hit として肥満に伴う良性の脂肪肝が形成され、second 
hitとして様々な要因による炎症が起こることで NASHが形成するとされている。
最近では炎症が脂肪化と同時、あるいは先行する機序である multiple-parallel hits
仮説が提唱されている 8)。炎症の要因として、酸化ストレスや小胞体ストレス、
ミトコンドリアの機能異常、オートファジー、遊離脂肪酸などによる肝細胞障
害、腸内細菌叢の変化に伴う自然免疫系賦活などが報告されており 9)、これら
が NASH の病態に関与している。最近、肝実質細胞だけでなく肝マクロファー
ジであるクッパー細胞や肝星細胞などの肝非実質細胞においてもコレステロー
ルが過剰に蓄積することにより、NASH における炎症や肝線維化が促進される
ことが報告されている 10-12)。肝実質細胞の小胞体膜やミトコンドリアに遊離コ
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レステロールが過剰に蓄積すると、小胞体ストレスやミトコンドリアの酸化ス
トレス障害が引き起こされる 11)。一方、クッパー細胞のリソソーム中にコレス
テロールが蓄積すると炎症反応が促進され 13)、肝星細胞にコレステロールが蓄
積すると toll-like receptor 4 の分解抑制によるトランスフォーミング増殖因子 
(TGF)-β の感受性亢進によって肝線維化が促進される 14)。さらに、コレステロ
ールは結晶を形成し、パターン認識受容体である nod-like receptor protein 3 の刺
激因子としてカスパーゼ-1 を活性化して、炎症性サイトカインであるインター
ロイキン (IL)-1β などの放出を促進することも報告されている 15,16)。 
 
 
Fig. 1 The progression of NASH.  
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コレステロールは肝臓においてアセチル CoA より生合成され、様々な臓器で
ステロイドホルモンへ代謝されるほか、その 90%以上が胆汁の主要構成成分で
ある胆汁酸へと代謝される。胆汁酸はステロイド核を有する炭素数 24 個のカル
ボン酸であり、両親媒性であることからレシチンとともに複合ミセルを形成し、
脂質の消化吸収促進に重要な役割を果たす 17)。胆汁酸がコレステロールから代
謝される経路には、コレステロール 7α-ヒドロキシラーゼによる 7α 水酸化に始
まる neutral pathway と、acidic pathway が知られている 18,19) (Fig. 2)。前者は 7α
位の水酸化後、細胞質の酵素によって母核が変換され、さらにミトコンドリア
及びペルオキシソーム中の酵素によって側鎖切断反応が進行し、一次胆汁酸で
あるコール酸 (CA) あるいはケノデオキシコール酸 (CDCA) に変換される。一
方、後者は、側鎖の酸化的切断の後にステロイド核が変換される経路であり、
一次胆汁酸の 10%程度が本経路で合成される 19)。生じた一次胆汁酸の多くは、
側鎖末端のカルボキシ基がアミノ酸抱合された後、抱合型胆汁酸として胆管内
に分泌され、胆嚢に濃縮される。摂食に伴って胆嚢が収縮すると胆汁が分泌さ
れ、膵液とともに十二指腸へ分泌される。ここで、脂質の消化吸収促進に重要
な役割を果たした後、腸内細菌叢においてアミノ酸の脱抱合や 7α 位水酸基の脱
離、異性化が起こり、二次胆汁酸であるデオキシコール酸 (DCA)、ウルソデオ
キシコール酸 (UDCA) あるいはリトコール酸 (LCA) に変換される。胆汁酸の
大部分は回腸末端に至るまでに再吸収され、門脈を経て肝臓へ戻る腸肝循環を
している。以上のように、胆汁酸は生体内で多様な分子種として存在する。 
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Fig. 2 Bile acid metabolic pathways from cholesterol.  
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一方、胆汁酸は全身に広く発現する受容体を介するシグナル伝達分子として
も作用を発揮することが知られ、核内受容体のファルネソイド X 受容体 (FXR) 
20-22)や、細胞膜受容体の sphingosine-1-phosphate receptor 2 23)、Takeda G-protein 
receptor 5 (TGR5) 24,25)に結合し、脂質代謝 26)や糖代謝 27)、エネルギー代謝制御 
28)に関与する。実際に、二次胆汁酸が血中グルコース及びトリグリセリド (TG) 
の代謝に影響を及ぼすことが報告されている 29)。最近、胆汁酸と非アルコール
性脂肪性肝疾患 (NAFLD) 30)や糖尿病 31)、肥満 32)など様々な代謝性疾患との関
連が報告され、疾患時には胆汁酸組成及び濃度の変動が認められる。Lake らは
NASH 患者の肝組織を用い、肝臓中の胆汁酸組成及び胆汁酸代謝の変動につい
て報告している 33)。NASH 患者群では neutral pathway の代謝酵素 cytochrome 
P450 (CYP) 8B1 の messenger ribonucleic acid (mRNA) 発現が低下して、同経路の
代謝物 CA とグリシン抱合型デオキシコール酸 (GDCA) が健常者に比べて有意
に低下したが、タウロコール酸 (TCA) 及びタウリン抱合型デオキシコール酸 
(TDCA) は有意に増加した。また、NASH 患者群では acidic pathway の代謝酵素
CYP7B1 の mRNA 発現が増加し、同経路の代謝物グリシン抱合型ケノデオキシ
コール酸 (GCDCA) が健常者に比べて有意に増加した。これらの所見より、
NASH 患者では neutral pathway から acidic pathway にシフトするような代謝経路
の変動が認められた。また、Puri らは NASH 患者の血漿を用い、血漿中の胆汁
酸組成及び濃度の変動と NASH の重症度との関連について報告している 34)。
NASH 患者群では血漿中の抱合型一次胆汁酸濃度が健常者に比べて有意に増加
した一方で、総二次胆汁酸濃度は有意に低下した。また、NASH の重症度と血
漿中 TCA 濃度、さらには肝線維化の重症度と血漿中グリココール酸 (GCA) 及
び TCA 濃度に正の相関関係が認められた。こうした背景から、胆汁酸は NASH
に密接に関与する可能性が考えられるが、NASH の病態進行における胆汁酸動
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態に関する報告は少なく、十分な情報が得られていない。したがって、NASH
の病態を詳細に理解するうえで、胆汁酸の動態を精密に把握することが重要で
あると考えた。 
胆汁酸の動態は、肝臓や回腸に発現する複数のトランスポーターにより制御
されている 35-38) (Fig. 3)。肝実質細胞の毛細胆管膜上に発現する bile salt export 
pump (BSEP) や adenosine triphosphate (ATP)-binding cassette (ABC) C2 を介して、
胆汁酸は胆管内に分泌される。回腸末端では刷子縁膜上に発現する apical 
sodium-dependent bile acid transporter (ASBT) を介して能動的に吸収され、organic 
solute transporter (OST) α/β を介して門脈に排出された後、類洞を通じて肝実質細
胞に到達する。肝実質細胞の類洞膜側には、細胞内取り込みトランスポーター
である sodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) や organic anion 
transporting polypeptide (OATP) 1B1 及び OATP1B3、細胞外排出トランスポーター
である ABCC3、ABCC4 及び OSTα/β が発現しており、肝実質細胞における胆汁
酸輸送に関与する。しかしながら、OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β に関する
知見は一部の胆汁酸の輸送特性に限られており、胆汁酸個々の輸送特性につい
ての詳細は明らかにされていない。
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そこで本研究では、胆汁酸動態を支配する分子の一つであるトランスポータ
ーに着目し、胆汁酸の輸送特性が十分に明らかにされていない OATP1B1、
OATP1B3 及び OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性解析により、胆汁酸動態にお
けるトランスポーターの重要性を示すとともに、NASH の病態進行における胆
汁酸動態を明らかにすることを目的とした。第 1 章では、トランスポーター安
定発現細胞株を用いて、OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した 15 種の胆汁
酸の輸送特性を評価した。第 2 章では、NASH モデルマウスを用いて、NASH
の病態進行における胆汁酸の組成および濃度の経時的変動を調べた。次いで、
胆汁酸動態の変動機構を明らかにするために、胆汁酸動態への影響が大きいと
考えられる代謝酵素、ならびに第 1 章で着目したトランスポーターの発現変動
Fig. 3 Enterohepatic circulation of bile acids and bile acid transporters.  
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を調べた。さらに、肝線維化の進展に及ぼす胆汁酸の影響について、肝星細胞
の活性化に着目し検討を行った。
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第 1 章 トランスポーターを介した胆汁酸の輸送特性解析 
 
第 1 節 序 
 
トランスポーターは、細胞膜に発現し細胞内外の物質の輸送を制御する輸送
タンパク質である。トランスポーターには電気化学ポテンシャルやイオン勾配
を利用して働く solute carrier (SLC) ファミリーと ATP の加水分解エネルギーを
利用し、排泄方向に働く ABC ファミリーが知られている。SLC ファミリーの中
には両方向性に働くトランスポーターも存在し、生体内物質や薬物の細胞膜輸
送を厳密に制御している。 
SLCファミリーであるOATPはNa+非依存的な有機アニオントランスポーター
であり、胆汁酸、甲状腺ホルモン、抱合型ステロイド、エイコサノイドなどの
生体内物質だけでなく、スタチンなどの様々な薬物の肝取り込みに寄与するト
ランスポーターとして知られている 39-43)。OATP ファミリーの中で OATP1B1 及
びOATP1B3はともに肝臓の血管側膜に特異的に発現する 12 回膜貫通型の取り
込みトランスポーターであり、胆汁酸の肝実質細胞への取り込みに重要な役割
を果たすと考えられている。胆汁酸の肝取り込み機構には、NTCP を介した Na+
依存的な取り込みと、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した Na+非依存的な取り込み
がある 44)。これらの肝取り込みトランスポーターは、小腸で再吸収された胆汁
酸が全身循環血中に移行するための初期のステップに関与することから、循環
血中の胆汁酸組成及び濃度の変動に関与する重要な分子であると考えられる。
これまでに NTCP を介した胆汁酸の輸送特性に関しては詳細な解析が行われて
いる 45)。一方、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した胆汁酸の輸送特性に関する先
行研究では、TCA 40,46-50)の輸送のほか、CA 46)、グリシン抱合型ウルソデオキシ
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コール酸 (GUDCA) 及びタウリン抱合型ウルソデオキシコール酸 (TUDCA) 51)
の輸送が調べられている。しかしながら、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した胆
汁酸の輸送特性の全体像は明らかにされていない。 
一方、OSTα/β は、2001 年に小さなガンギエイである Raja erinacea より発見さ
れた 52)ことを契機に、これまでにヒト、マウス及びラットで相同体が単離され
ている 53-57)。OSTα/β は、OSTα と OSTβ の 2 つの遺伝子からなるヘテロ二量体
のトランスポーターとして機能する。このうち OSTα は、340 アミノ酸からなる
7 回膜貫通型の構造をとり、一方の OSTβ は 128 アミノ酸からなる 1 回膜貫通型
の構造であり、これらが二量体を形成することで輸送活性を示す  55)。ヒト
OSTα/β は、主に小腸、大腸、精巣、肝臓、腎臓、子宮、副腎に発現し 56)、小腸
においては基底膜側に発現して TCA、estrone-3-sulfate 及び prostaglandin E2など
を輸送することが明らかになっている 56)。また、小腸の管腔側に発現して胆汁
酸の管腔側から細胞内への取り込みを担うトランスポーターである ASBT と、
マウス Ostα/β との共発現細胞を用いた経細胞輸送系により、マウス Ostα/β が
TCA の細胞外排出トランスポーターとして機能することが明らかになっている 
57)。このことから、OSTα/β は胆汁酸動態に影響を与える一因であることが想定
される。しかしながら、ヒト OSTα/β が基質とする胆汁酸の報告は限られており、
その機能も十分な解明がなされていない。 
以上の背景から、本章では OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した胆汁酸
の輸送特性の全体像を明らかにし、胆汁酸個々の動態におけるトランスポータ
ーの重要性を示すことを目的とした。 
トランスポーターを介した輸送特性を評価する実験系としては、マウスやラ
ットなどの実験動物を用いた in vivo 実験系と、細胞などを用いて行う in vitro
実験系に大別される。本研究で着目している OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β
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は、ヒトとげっ歯類でアミノ酸配列が異なることから、トランスポーターに対
する基質親和性や輸送効率が異なる可能性がある。したがって、ヒトのトラン
スポーターの輸送特性を評価するには、in vivo 実験系での検討よりも、in vitro
実験系による検討が有用であると考えた。そこで、本章では樹立した OATP1B1
及び OATP1B3 安定発現 human embryonic kidney (HEK) 293 細胞 58,59)、OSTα/β 安
定発現 Madin-Darby canine kidney (MDCK) II 細胞を用いて、OATP1B1、OATP1B3
及び OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性を明らかにすることとした。対象化合物
として、ヒトの生体内に主要に存在する 5 種の遊離型胆汁酸ならびにそれらの
グリシン及びタウリン抱合型胆汁酸の計 15 化合物を評価した (Fig. 4)。
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Fig. 4 Chemical structures of human major unconjugated bile acids, 
glycine-conjugated bile acid, and taurine-conjugated bile acids.  
– 13 – 
第 2 節 OATP1B1 及び OATP1B3 を介した典型的基質の輸送に対する胆汁酸の
影響 
 
まず、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した典型的基質の輸送に対する胆汁酸の
影響を調べた。典型的基質としてロスバスタチンを用い、各胆汁酸濃度を 100 μM
に設定して細胞内取り込み実験を行った。その結果、OATP1B1 を介したロスバ
スタチンの取り込みは遊離型胆汁酸及び抱合型胆汁酸の共存により 55%以上低
下し (Fig. 5A)、OATP1B3 を介した取り込みは DCA を除く胆汁酸の共存により
約 35%低下した (Fig. 5B)。UDCA、LCA、GCDCA 及び GDCA の共存下では、
OATP1B1安定発現 HEK293細胞あるいはOAP1B3安定発現HEK293細胞へのロ
スバスタチンの取り込み量が、mock 細胞への取り込み量よりも低い値となり、
見かけ上 OATP1B1 あるいは OATP1B3 を介した取り込みが負の値を示した。一
方、DCAはOATP1B1を介したロスバスタチンの取り込みを 77%低下させたが、
OATP1B3 を介した取り込みをほとんど低下させなかった。以上より、検討した
多くの遊離型胆汁酸及び抱合型胆汁酸は、OATP1B1 及び OATP1B3 を介したロ
スバスタチンの輸送を高濃度域で強く阻害することが判った。
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Fig. 5 Inhibition by unconjugated and conjugated bile acids of rosuvastatin 
uptake via OATP1B1 and OATP1B3. 
Cells were incubated with 2.5 µM rosuvastatin at 37°C for 0.5 min in the presence of 100 µM bile 
acids. The values for the 100% of control rosuvastatin uptake via (A) OATP1B1 and (B) OATP1B3 
were 0.46 ± 0.068 and 0.37 ± 0.025 pmol/mg protein, respectively. OATP1B1- and 
OATP1B3-mediated uptake were calculated after subtraction of nonspecific uptake by mock cells. 
Each column represents the mean ± S.E. (n = 3). ** p < 0.01, significantly different from control. 
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第 3 節 OATP1B1 及び OATP1B3 を介した胆汁酸輸送の時間依存性 
 
次に、OATP1B1 及び OATP1B3 安定発現 HEK293 細胞をそれぞれ用いて、15
種の胆汁酸の細胞内取り込み量の時間依存性を調べた。遊離型胆汁酸のうち CA、
CDCA 及び DCA は、mock 細胞に比べて OATP1B1 及び OATP1B3 発現細胞にお
いて有意に取り込み量が上昇したものの、UDCA 及び LCA の有意な取り込み量
の上昇は認められなかった (Fig. 6A-E)。一方、グリシン抱合型胆汁酸とタウリ
ン抱合型胆汁酸は、いずれも OATP1B1 及び OATP1B3 発現細胞において有意な
取り込み量の上昇が認められた (Fig. 6F-O)。取り込み時間 5 分で、OATP1B1 発
現細胞における CA (5 μM)、CDCA (0.1 μM)、DCA (1 μM)、GCA (2.5 μM)、GCDCA 
(1 μM)、GDCA (1 μM)、GUDCA (1 μM)、GLCA (0.2 μM)、TCA (1 μM)、TCDCA (0.5 
μM)、TDCA (1 μM)、TUDCA (2.5 μM) 及び TLCA (0.2 μM) の取り込み量は、mock
細胞に比べてそれぞれ 2.2 倍、1.2 倍、1.4 倍、1.8 倍、4.5 倍、3.5 倍、3.9 倍、3.4
倍、2.2 倍、3.9 倍、2.6 倍、5.1 倍及び 9.2 倍であった。同様に、OATP1B3 発現
細胞における取り込み量は、mock 細胞に比べてそれぞれ 2.9 倍、1.2 倍、1.5 倍、
2.4 倍、8.7 倍、2.6 倍、2.9 倍、4.1 倍、2.4 倍、7.9 倍、2.8 倍、3.4 倍及び 8.4 倍
であった。また、CA (5 μM)、GCA (2.5 μM) 及び TCA (1 μM) では OATP1B1 及
びOATP1B3を介した取り込みが 30秒まで、CDCA (0.1 μM)、DCA (1 μM)、GCDCA 
(1 μM)、GDCA (1 μM)、GUDCA (1 μM)、GLCA (0.2 μM)、TCDCA (0.5 μM)、TDCA 
(1 μM)、TUDCA (2.5 μM) 及び TLCA (0.2 μM) では 1 分まで直線的に増加した。
そこで、以降の取り込み実験は、CA、GCA 及び TCA については OATP1B1 及び
OATP1B3 を介する取り込みの初速度が評価可能である 30 秒で、他の胆汁酸につ
いては 1 分で行った。 
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Fig. 6 Time-dependent uptake of bile acids by OATP1B1 and OATP1B3. 
OATP1B1-overexpressing (closed circles), OATP1B3-overexpressing (closed triangles), and 
vector-transfected (open circles) HEK293 cells were incubated for indicated times at 37°C. (A) 
CA (5 μM), (B) CDCA (0.1 μM), (C) DCA (1 μM), (D) UDCA (1 μM), (E) LCA (0.01 μM), (F) 
GCA (2.5 μM), (G) GCDCA (1 μM), (H) GDCA (1 μM), (I) GUDCA (1 μM), (J) GLCA (0.2 
μM), (K) TCA (1 μM), (L) TCDCA (0.5 μM), (M) TDCA (1 μM), (N) TUDCA (2.5 μM), (O) 
TLCA (0.2 μM). Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). *p < 0.05, significantly different 
from vector-transfected cells by Student’s t-test. 
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第 4 節 OATP1B1 及び OATP1B3 を介した胆汁酸輸送の濃度依存性 
 
次に、OATP1B1 及び OATP1B3 に対する胆汁酸の輸送特性を明らかにするた
めに、濃度依存性試験を行った。 
OATP1B1 及び OATP1B3 を介した CA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、
GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃度依存的に
増加し、高濃度域で飽和が認められた (Figs. 7 and 8)。OATP1B1 に対する CA、
GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及
び TLCA の Eadie-Hofstee plot から算出した見かけのミカエリス定数 (Km) は、
それぞれ 47.1 ± 0.6、14.7 ± 2.7、9.6 ± 1.9、4.6 ± 0.3、2.6 ± 0.1、0.74 ± 0.05、10.6 ± 
0.3、2.9 ± 0.4、13.6 ± 2.5、5.2 ± 0.4及び 0.84 ± 0.07 μMであった (Table 1)。OATP1B3
に対する CA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、
TUDCA 及び TLCA の Kmは、それぞれ 42.2 ± 0.9、15.3 ± 1.5、2.4 ± 0.1、5.6 ± 0.6、
11.1 ± 0.7、0.52 ± 0.04、9.5 ± 0.9、1.5 ± 0.2、2.4 ± 0.1、8.3 ± 0.6 及び 0.47 ± 0.09 μM
であった (Table 1)。OATP1B1 及び OATP1B3 の胆汁酸に対する Kmを比較したと
ころ、ほぼ同等の傾向であったが、GCDCA と TDCA に対する Kmは OATP1B3
の方が 4–6倍高く、GUDCAではOATP1B1の方が 4倍高いことが判った (Fig. 9)。
抱合型胆汁酸の Kmは、両トランスポーターで同等であり (OATP1B1: 0.74–14.7 
µM、OATP1B3: 0.47–15.3 µM)、CA の Km (OATP1B1: 47.1 µM、OATP1B3: 42.2 µM) 
と比べ低値であった。 
また、OATP1B1 に対する CA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、
TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の最大取り込み速度 (Vmax) は、それぞれ
13.3 ± 1.5、3.5 ± 0.9、17.1 ± 9.7、47.1 ± 0.6、4.9 ± 1.0、3.7 ± 0.8、15.7 ± 2.1、2.6 ± 
0.5、4.3 ± 1.0、14.8 ± 4.6、10.5 ± 2.1 及び 16.3 ± 0.8 pmol/mg protein/min であった 
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(Table 1)。OATP1B3 に対する CA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、
TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の Vmaxは、それぞれ 21.8 ± 1.7、4.0 
± 0.7、10.3 ± 0.4、3.5 ± 0.1、5.2 ± 1.7、15.0 ± 2.4、3.2 ± 0.9、8.7 ± 0.4、2.8 ± 0.2、
6.6 ± 1.9 及び 9.5 ± 0.8 pmol/mg protein/min であった (Table 1)。また、Vmax/Kmを
比較すると、GLCA (OATP1B1: 21.5 µL/mg protein/min、OATP1B3: 29.1 µL/mg 
protein/min) 及び TLCA (OATP1B1: 19.6 µL/mg protein/min、OATP1B3: 21.5 µL/mg 
protein/min) が両トランスポーターに対して最も高い輸送効率を示すことが明
らかとなった (Table 1)。 
続いて、ヒト肝臓から調製した plasma membrane fraction における OATP1B1
及び OATP1B3 の絶対量  (OATP1B1: 2.74 pmol/mg protein、OATP1B3: 1.70 
pmol/mg protein) 60) を用いて、OATP1B1/HEK293 細胞及び OATP1B1/HEK293 細
胞における OATP1B1 及び OATP1B3 の絶対量 (pmol) を western blotting にて算
出したところ、それぞれ 1.39 pmol OATP1B1/mg protein 及び 0.289 pmol 
OATP1B3/mg protein であった (Fig. 10A)。さらに、得られた絶対量から算出した
Vmax/Km (µL/pmol OATP/min) を比較すると、GLCA (OATP1B1: 30.0 µL/pmol 
OATP1B1/min、OATP1B3: 8.4 µL/pmol OATP1B3/min) 及び TLCA (OATP1B1: 27.3 
µL/pmol OATP1B1/min、OATP1B3: 6.2 µL/pmol OATP1B3/min) が両トランスポー
ターに対して最も高い輸送効率を示すことが明らかとなった (Table 1)。また、
CA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA
及び TLCA の Vmax/Km (µL/pmol OATP/min) は、OATP1B1 の方が OATP1B3 と比
較して 1.2–15.2 倍高いことが判った (Fig. 10B)。 
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Fig. 7 Concentration-dependent uptake of bile acids by OATP1B1. 
OATP1B1-overexpressing HEK293 cells were incubated with bile acids at indicated 
concentrations at 37°C. OATP1B1-mediated uptake was calculated after subtraction of 
nonspecific uptake by mock cells. Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). Inset: 
Eadie-Hofstee plots (X-axis, V/S; Y-axis, V). 
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Fig. 8 Concentration-dependent uptake of bile acids by OATP1B3. 
OATP1B3-overexpressing HEK293 cells were incubated with bile acids at indicated 
concentrations at 37°C. OATP1B3-mediated uptake was calculated after subtraction of 
nonspecific uptake by mock cells. Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). Inset: 
Eadie-Hofstee plots (X-axis, V/S; Y-axis, V). 
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Bile acids OATP1B1  OATP1B3 
 
Km 
(µM) 
Vmax 
(pmol/mg protein/min) 
Vmax/Km 
(µL/mg protein/min) 
Vmax/Km 
(µL/pmol OATP1B1/min) 
 Km 
(µM) 
Vmax 
(pmol/mg protein/min) 
Vmax/Km 
(µL/mg protein/min) 
Vmax/Km 
(µL/pmol OATP1B3/min) 
CA 47.1 ± 0.6 13.3 ± 1.5  0.28 ± 0.03 0.39 ± 0.04  42.2 ± 0.9 21.8 ± 1.7 0.52 ± 0.03 0.15 ± 0.01 
CDCA + + + +  + + + + 
DCA + + + +  + + + + 
UDCA NT NT NT NT  NT NT NT NT 
LCA NT NT NT NT  NT NT NT NT 
GCA 14.7 ± 2.7  3.5 ± 0.9  0.25 ± 0.06 0.34 ± 0.08  15.3 ± 1.5  4.0 ± 0.7 0.27 ± 0.03 0.08 ± 0.02 
GCDCA 9.6 ± 1.9 17.1 ± 9.7 1.6 ± 0.6 2.2 ± 0.8   2.4 ± 0.1 10.3 ± 0.4 4.3 ± 0.3 1.3 ± 0.1 
GDCA 4.6 ± 0.3  4.9 ± 1.0 1.0 ± 0.1 1.4 ± 0.2   5.6 ± 0.6  3.5 ± 0.1  0.63 ± 0.06 0.18 ± 0.02 
GUDCA 2.6 ± 0.1  3.7 ± 0.8 1.5 ± 0.4 2.0 ± 0.5  11.1 ± 0.7  5.2 ± 1.7  0.46 ± 0.13 0.13 ± 0.04 
GLCA 0.74 ± 0.05 15.7 ± 2.1 21.5 ± 3.2 30.0 ± 4.5   0.52 ± 0.04 15.0 ± 2.4 29.1 ± 4.8 8.4 ± 1.4 
TCA 10.6 ± 0.3  2.6 ± 0.5  0.24 ± 0.05 0.34 ± 0.07   9.5 ± 0.9  3.2 ± 0.9 0.34 ± 0.11 0.10 ± 0.03 
TCDCA 2.9 ± 0.4  4.3 ± 1.0 1.5 ± 0.2 2.0 ± 0.2   1.5 ± 0.2  8.7 ± 0.4 6.1 ± 0.5 1.8 ± 0.2 
TDCA 13.6 ± 2.5 14.8 ± 4.6 1.1 ± 0.2 1.5 ± 0.3   2.4 ± 0.1  2.8 ± 0.2 1.1 ± 0.1 0.33 ± 0.02 
TUDCA 5.2 ± 0.4 10.5 ± 2.1 2.0 ± 0.3 2.8 ± 0.4   8.3 ± 0.6  6.6 ± 1.9  0.78 ± 0.19 0.22 ± 0.05 
TLCA 0.84 ± 0.07 16.3 ± 0.8 19.6 ± 1.0 27.3 ± 1.4   0.47 ± 0.09  9.5 ± 0.8 21.5 ± 3.2 6.2 ± 0.9 
+: transported but Km was not determined, NT: no significant transport was observed. Each data represents the mean ± S.E. (n = 3). 
Table 1 Kinetic parameters of OATP1B1- and OATP1B3-mediated uptake of bile acids 
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Fig. 9 Correlation in Km values of bile acids for OATP1B1 and OATP1B3. 
Km values of bile acids for OATP1B1 are shown on the X-axis and those for OATP1B3 are 
shown on the Y-axis. Dotted line in the graph represents 1:1 correlation. Each point represents 
the mean ± S.E. (n = 3). 
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Fig. 10 Correlation in Vmax/Km values of bile acids for OATP1B1 and OATP1B3. 
(A) Western blot analyses of OATP1B1, OATP1B3, and β-actin using human liver plasma 
membrane fraction, and crude membrane fraction of OATP1B1/HEK293, OATP1B3/HEK293 
and mock cells. (B) Vmax/Km values of bile acids for OATP1B1 are shown on the X-axis and 
those for OATP1B3 are shown on the Y-axis. Dotted line in the graph represents 1:1 correlation. 
Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). 
– 24 – 
第 5 節 OSTα/β を介した典型的基質の輸送に対する胆汁酸の影響 
 
続いて、OSTα/β を介した典型的基質の輸送に対する胆汁酸の影響を調べた。
典型的基質として TCA を用い、各胆汁酸濃度を 100 μM に設定して細胞内取り
込み実験を行った。その結果、グリシン抱合型及びタウリン抱合型胆汁酸の共
存により、OSTα/β を介した TCA の取り込みはそれぞれ 24–44%及び 14–51%低
下した (Fig. 11)。一方で、遊離型胆汁酸のうち CDCA 及び DCA は OSTα/β を介
した TCA の取り込みをそれぞれ 57%及び 52%低下させ、CA、UDCA 及び LCA
はそれぞれ 20%、17%及び 37%低下させた。以上より、検討した多くの遊離型
胆汁酸及び抱合型胆汁酸は、OSTα/β を介した TCA の輸送を高濃度条件で強く
阻害することが判った。
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Fig. 11 Inhibition by unconjugated and conjugated bile acids of TCA uptake via 
OSTα/β. 
Cells were incubated with 10 µM TCA at 37°C for 0.5 min in the presence of 100 µM bile acids. 
The value for the 100% of control TCA uptake was 3.87 ± 0.29 pmol/mg protein. OSTα/β-mediated 
uptake was calculated after subtraction of nonspecific uptake by mock cells. Each column represents 
the mean ± S.E. (n = 3). ** p < 0.01, significantly different from control. * p < 0.05, significantly 
different from control. 
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第 6 節 OSTα/β を介した胆汁酸輸送の時間依存性 
 
次に、OSTα/β 安定発現 MDCKII 細胞を用いて、15 種の胆汁酸の細胞内取り込
み量の時間依存性を調べた。遊離型胆汁酸のうち CA、CDCA、DCA 及び LCA
は、mock 細胞に比べて OSTα/β 発現細胞において有意に取り込み量が上昇した
ものの、UDCA の有意な取り込み量の上昇は認められなかった (Fig. 12A-E)。一
方、グリシン抱合型胆汁酸とタウリン抱合型胆汁酸は、いずれも OSTα/β 発現細
胞において有意な取り込み量の上昇が認められた (Fig. 12F-O)。取り込み時間 10
分で、OSTα/β 発現細胞における CA (5 μM)、CDCA (0.5 μM)、DCA (1 μM)、LCA 
(0.1 μM)、GCA (5 μM)、GCDCA (1 μM)、GDCA (1 μM)、GUDCA (5 μM)、GLCA (1 
μM)、TCA (10 μM)、TCDCA (1 μM)、TDCA (1 μM)、TUDCA (5 μM) 及び TLCA (1 
μM) の取り込み量は、mock 細胞に比べてそれぞれ 5.1 倍、1.2 倍、1.2 倍、1.7
倍、3.3 倍、3.8 倍、5.6 倍、2.1 倍、5.1 倍、4.9 倍、4.2 倍、5.0 倍、2.2 倍及び 2.3
倍であった。また、CA (5 μM)、CDCA (0.5 μM)、DCA (1 μM)、LCA (0.1 μM)、
GCA (5 μM)、GCDCA (1 μM)、GDCA (1 μM)、GUDCA (5 μM)、GLCA (1 μM)、
TCA (10 μM)、TCDCA (1 μM)、TDCA (1 μM)、TUDCA (5 μM) 及び TLCA (1 μM) 
では OSTα/β を介した取り込みが 30 秒まで直線的に増加した。そこで、以降の
取り込み実験は、OSTα/β を介する取り込みの初速度が評価可能である 30 秒で
行った。
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Fig. 12 Time-dependent uptake of bile acids by OSTα/β. 
OSTαβ/MDCKII (closed circles) and mock (open circles) cells were incubated for indicated times 
at 37°C. (A) CA (5 μM), (B) CDCA (0.5 μM), (C) DCA (1 μM), (D) UDCA (5 μM), (E) LCA (0.1 
μM), (F) GCA (5 μM), (G) GCDCA (1 μM), (H) GDCA (1 μM), (I) GUDCA (5 μM), (J) GLCA 
(1 μM), (K) TCA (10 μM), (L) TCDCA (1 μM), (M) TDCA (1 μM), (N) TUDCA (5 μM), (O) 
TLCA (1 μM). Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). * p < 0.05, significantly different 
from control. 
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第 7 節 OSTα/β を介した胆汁酸輸送の濃度依存性 
 
次に、OSTα/β に対する胆汁酸の輸送特性を明らかにするために、濃度依存性
試験を行った。 
OSTα/β を介した CA、CDCA、DCA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、
TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃度依存的に増加した 
(Fig. 13)。OSTα/β に対する CA、CDCA、DCA、GCA、GCDCA、GDCA、GUDCA、
GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の Eadie-Hofstee plot から算
出した見かけの Kmは、それぞれ> 400、23.0 ± 4.0、14.9 ± 1.9、> 1000、864 ± 81、
586 ± 43、> 1000、12.8 ± 0.5、> 10000、724 ± 5、> 2000、> 2000 及び 23.9 ± 0.3 μM
であった (Table 2)。OSTα/β の胆汁酸に対する Kmを比較したところ、遊離型胆
汁酸の CDCA と DCA の方がそれらの抱合型胆汁酸より低値を示した。また、水
酸基の結合数が少ない胆汁酸ほど Kmが低値を示す傾向にあることが判った。 
また、OSTα/β に対する CDCA、DCA、GCDCA、GDCA、GLCA、TCDCA 及
び TLCA の Vmaxは、それぞれ 136 ± 34、107 ± 17、1448 ± 78、993 ± 103、237 ± 34、
1824 ± 25 及び 818 ± 82 pmol/mg protein/0.5 min であった (Table 2)。また、Vmax/Km
を比較すると、GLCA (18.7 µL/mg protein/0.5 min) 及び TLCA (33.3 µL/mg 
protein/0.5 min) が OSTα/β に対して最も高い輸送効率を示すことが明らかとな
った (Table 2)。 
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Fig. 13 Concentration-dependent uptake of bile acids by OSTα/β. 
OSTαβ/MDCKII cells were incubated with bile acids at the indicated concentrations for 0.5 min at 
37°C in the presence of (A) CA, (B) CDCA, (C) DCA, (D) GCA, (E) GCDCA, (F) GDCA, (G) 
GUDCA, (H) GLCA, (I) TCA, (J) TCDCA, (K) TDCA, (L) TUDCA, (M) TLCA. 
OSTα/β-mediated uptake was calculated after subtraction of nonspecific uptake by mock cells. 
Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). Inset: Eadie-Hofstee plots (X-axis, V/S; Y-axis, V). 
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Bile acids 
Km 
(µM) 
Vmax 
(pmol/mg protein/0.5 min) 
Vmax/Km 
(µL/mg protein/0.5 min) 
CA > 400 + + 
CDCA 23.0 ± 4.0 136 ± 34 5.83 ± 0.70 
DCA 14.9 ± 1.9 107 ± 17 7.11 ± 0.46 
UDCA NS NS NS 
LCA + + + 
GCA > 1000 + + 
GCDCA 864 ± 81 1448 ± 78 1.69 ± 0.06 
GDCA 586 ± 43 993 ± 103 1.70 ± 0.14 
GUDCA > 1000 + + 
GLCA 12.8 ± 0.5 237 ± 34 18.7 ± 3.3 
TCA > 10000 + + 
TCDCA 724 ± 5 1824 ± 25 2.52 ± 0.03 
TDCA > 2000 + + 
TUDCA > 2000 + + 
TLCA 23.9 ± 0.3  818 ± 82 33.3 ± 4.5 
Table 2 Kinetic parameters of OSTα/β-mediated uptake of bile acids 
+: transported but Km was not determined, NS: no significant transport was observed. Each data 
represents the mean ± S.E. (n = 3). 
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第 8 節 考察 
 
本章では OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介したヒトの主要胆汁酸 15 化
合物の輸送特性を明らかにした。検討した胆汁酸の中で、これらのトランスポ
ーターの基質となるものや一方で基質とならないものがあり、また胆汁酸間で
輸送特性に相違が認められたことから、個々の胆汁酸動態における各トランス
ポーターの寄与が異なることが示唆された。 
 
OATP1B1 及び OATP1B3 を介した胆汁酸の輸送特性 
これまでに、CA、GCA、TCA、GCDCA、TCDCA、GDCA、TDCA、GUDCA
及び TUDCA については、OATP1B1 あるいは OATP1B3 の過剰発現細胞を用い
た取り込み実験による輸送の検討が行われている 47-51,61-65)。しかしながら、CA
及び TCA は OATP1B3 の基質とならないとする報告 46) もあり、議論の余地が残
されていた。本研究により、グリシン抱合型及びタウリン抱合型胆汁酸と、UDCA
及び LCAを除く遊離型胆汁酸がOATP1B1及びOATP1B3の輸送基質であること
が明らかとなった (Table 3)。相違が認められた原因として、トランスポーター
発現細胞株に用いた細胞種やトランスポーターの細胞膜発現量、トランスポー
ターへの糖鎖修飾の影響が考えられる。実際に、Kmを比較すると HEK293 細胞
同士では OATP1B1 を介した CA の輸送で最大 4.1 倍の相違が認められたが、異
なる細胞種間 (HEK293細胞とMDCKII細胞) ではOATP1B3を介した TCAの輸
送で最大 12 倍の相違が認められた (Table 3)。
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Bile acids Expression system OATP1B1 
 
OATP1B3 Reference 
  
Km (µM)   Km (µM) 
 
CA HEK293 47.1 ± 0.6 
 
42.2 ± 0.9 Present study 
 
HEK293 11.4 
  
46) 
 
Oocyte 
  
41.8 48) 
CDCA HEK293 + 
 
+ Present study 
DCA HEK293 + 
 
+ Present study 
UDCA HEK293 NT 
 
NT Present study 
LCA HEK293 NT 
 
NT Present study 
GCA HEK293 14.7 ± 2.7 
 
15.3 ± 1.5 Present study 
 
Oocyte 
  
43.4 48) 
 
Oocyte ND 
 
ND 64) 
 
Trophoblast ND 
 
ND 65) 
GCDCA HEK293 9.6 ± 1.9 
 
2.4 ± 0.1 Present study 
 
Trophoblast ND 
 
ND 65) 
GDCA HEK293 4.6 ± 0.3 
 
5.6 ± 0.6 Present study 
GUDCA HEK293 2.6 ± 0.1 
 
11.1 ± 0.7 Present study 
 
HEK293 5.17 
 
24.7 51) 
GLCA HEK293 0.74 ± 0.05 
 
0.52 ± 0.04 Present study 
TCA HEK293 10.6 ± 0.3 
 
9.5 ± 0.9 Present study 
 
HEK293 10.0 
  
46) 
 
HEK293 33.8 
  
49) 
 
HEK293 8.52 
  
61) 
 
HEK293 21.3 
  
62) 
 
HEK293 ND 
 
ND 63) 
 
Oocyte 13.6 
  
39) 
 
Oocyte 
  
5.8 ± 1.2 47) 
 
Oocyte 
  
42.2 48) 
 
Oocyte ND 
 
ND 64) 
 
MDCKII  
  
112 50) 
TCDCA HEK293 2.9 ± 0.4 
 
1.5 ± 0.2 Present study 
 
Oocyte ND 
 
ND 48) 
TDCA HEK293 13.6 ± 2.5 
 
2.4 ± 0.1 Present study 
 
Oocyte ND 
 
ND 48) 
TUDCA HEK293 5.2 ± 0.4 
 
8.3 ± 0.6 Present study 
 
HEK293 7.47 
 
15.9 51) 
TLCA HEK293 0.84 ± 0.07  0.47 ± 0.09 Present study 
ND: no data, +: transported but Km was not determined, NT: no significant transport was observed. 
Each data represents the mean ± S.E. (n = 3). 
Table 3 Km values of OATP1B1- and OATP1B3-mediated uptake of bile acids 
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OATP1B1 と OATP1B3 の胆汁酸に対する Kmを比較したところ、ほぼ同等の値
を示す傾向にあった (Fig. 9)。OATP1B1 と OATP1B3 はアミノ酸レベルでの相同
性が 80%程度であるために、基質親和性には検討した胆汁酸の間で大きな差異
がなかったものと考えられる。一方、抱合型胆汁酸 (GCA 及び TCA) の方が遊
離型胆汁酸 (CA) より低い Kmを示し、OATP1B1 と OATP1B3 の胆汁酸に対する
Km は、水酸基の結合数が少ない胆汁酸ほど低値を示した。したがって、胆汁酸
の抱合基や水酸基が OATP1B1 及び OATP1B3 を介した胆汁酸の輸送特性に影響
していると考えられる。また、興味深いことに、抱合型胆汁酸の Km (OATP1B1: 
0.74–14.7 µM、OATP1B3: 0.47–15.3 µM) は、OATP1B1 及び OATP1B3 の典型的
基質であるロスバスタチンの Km (OATP1B1: 4.0–7.3 µM、OATP1B3: 9.8 µM) 66)
や TCA の Km (OATP1B1: 10.6 µM、OATP1B3: 9.5 µM) と同程度の値を示した。
したがって、血中の抱合型胆汁酸が高濃度条件となった時、OATP1B1 及び
OATP1B3 を介した薬物と胆汁酸あるいは胆汁酸間の相互作用が起こりうること
が示唆された。 
OATP1B1 及び OATP1B3 は脂溶性の高い胆汁酸に対して高い輸送効率を示し
た (Vmax/Km: 抱合型 LCA > 抱合型 CDCA、抱合型 DCA、抱合型 UDCA > 抱合
型 CA) (Table 1)。この胆汁酸間の輸送効率の相違は、胆汁酸の水酸基の結合数と
関連が見られた  (Vmax/Km: monohydroxy bile acids > dihydroxy bile acids > 
trihydroxy bile acids)。胆汁酸は高濃度条件で細胞毒性作用を示し、細胞膜の損傷
やミトコンドリアの酸化ストレス、小胞体媒介アポトーシスを引き起こすこと
が報告されている 67)。また、この細胞毒性作用の程度は、胆汁酸の水酸基の結
合数が少ないほど大きい 68) (monohydroxy bile acids > dihydroxy bile acids > 
trihydroxy bile acids)。さらに、水酸基の結合数が少なく脂溶性の高い胆汁酸は、
肝実質細胞内で硫酸抱合 69)あるいはグルクロン酸抱合 70)を受けることで、その
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細胞毒性作用が軽減される。したがって、OATP1B1 及び OATP1B3 は脂溶性の
高い胆汁酸を細胞内に輸送し、その細胞毒性作用の軽減に関与している可能性
が考えられた。 
 
胆汁酸の肝取り込みにおける OATP1B1、OATP1B3 及び NTCP の役割 
胆汁酸の肝取り込みを担う OATP1B1、OATP1B3 及び NTCP の胆汁酸に対する
Kmを比較したところ、OATP1B1 及び OATP1B3 の GDCA 及び TDCA を除く各
胆汁酸に対する Kmは、NTCP と比較してやや低値をであり、かつ広範囲の値を
示した (Fig. 14)。特に OATP1B1 及び OATP1B3 の GLCA 及び TLCA に対する
Kmは、NTCPと比較しておよそ1/14–1/7と低値を示した。この結果から、OATP1B1
及び OATP1B3 は、ともに胆汁酸に対して NTCP と同等以上の親和性があり、特
に脂溶性の高い抱合型胆汁酸を優先的に輸送する可能性が考えられた。 
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Fig. 14 Comparison of Km values of bile acid transport for OATP1B1, OATP1B3, 
and NTCP. 
(A) Km values of bile acids for OATP1B1 are shown on the X-axis, and those for NTCP cited from 
the previous report 45) are shown on the Y-axis; (B) Km values of bile acids for OATP1B3 are 
shown on the X-axis, and those for NTCP are shown on the Y-axis. Dotted line in the graphs 
represents 1:1 correlation. Each point represents the mean ± S.E. (n = 3). 
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これまでに、ラット Ntcp は抱合型胆汁酸 (TCA) の肝取り込みの 80%以上、
遊離型胆汁酸 (CA) の肝取り込みの 50%以下に寄与することが報告されている 
44,71,72)。また、ヒト OATP1B1 及び OATP1B3 と高い相同性を有する Oatp1b2 のノ
ックアウトマウスでは、野生型マウスと比べて、血中の遊離型胆汁酸 (CA、DCA
及び UDCA) 濃度が上昇することが報告されている 73)。こうした背景から、Na+
非依存的な肝取り込みは、主に遊離型胆汁酸の取り込みを担う機構として認識
されてきた。しかしながら、本研究の in vitro実験系では、OATP1B1及びOATP1B3
を介した CDCA 及び DCA の輸送は低濃度条件でわずかに認められたにすぎず、
UDCA 及び LCA は OATP1B1 及び OATP1B3 を介した輸送が認められなかった 
(Fig. 6B-E)。したがって、ヒト OATP1B1 及び OATP1B3 を介した Na+非依存的な
肝取り込みは、抱合型胆汁酸と一部の遊離型胆汁酸の輸送に関与していること
が示唆された。一方、胆汁酸アナログを用いた in vivo でのラット肝取り込み実
験により、胆汁酸アナログ濃度が肝小葉の門脈から中心静脈に向かって低下す
るという濃度勾配が認められることが報告されている 74)。この所見は、胆汁酸
が中心静脈周辺よりも門脈周辺の肝実質細胞において能動的に取り込まれるこ
とを示唆している。ラット Ntcp は肝小葉の全域に発現しており 75)、ヒト NTCP
も同様であると想定される。一方で、OATP1B1 も肝小葉の全域に発現している
のに対し、OATP1B3 は中心静脈周辺の肝実質細胞に高発現している 47,76,77)。さ
らに、ヒト肝臓の plasma membrane fraction におけるこれらのトランスポーター
のタンパク質発現量は、NTCP (5.54 pmol/mg protein) > OATP1B1 (2.74 pmol/mg 
protein) > OATP1B3 (1.70 pmol/mg protein) の順に小さい 60)。これらトランスポー
ターの肝小葉における特異的な発現分布が特定の生理機能とどのような関連が
あるかは不明であるが、本研究では、抱合型胆汁酸の方が遊離型胆汁酸よりも
OATP1B1 及び OATP1B3 に対して比較的高い輸送効率を示すことを明らかにし
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た (Table 1)。したがって、抱合型胆汁酸は門脈周辺の肝実質細胞において NTCP
だけでなく OATP1B1 を介しても取り込まれ、その下流で相対的に高濃度となっ
た遊離型胆汁酸が中心静脈周辺の肝実質細胞において NTCP、OATP1B1 及び
OATP1B3 を介して取り込まれることが示唆された。以上より、OATP1B1 及び
OATP1B3 は、一部の遊離型胆汁酸とグリシン抱合型及びタウリン抱合型胆汁酸
の肝取り込みを部分的に担う可能性が考えられた。さらに、OATP1B1 及び
OATP1B3 の単分子あたりの胆汁酸輸送効率は、OATP1B1 の方が OATP1B3 と比
較して 1.2–15.2 倍高い値を示したことから (Fig. 10B)、CA とグリシン抱合型及
びタウリン抱合型胆汁酸の肝取り込みにおいて、OATP1B1 の方が OATP1B3 よ
りも寄与が大きいことが示唆された。 
 
OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性 
OSTα/β は回腸粘膜上皮細胞の基底膜側に発現し、胆汁酸の腸肝循環を担うこ
とが知られている。しかしながら、実際はヒト OSTα/β が基質とする胆汁酸の報
告は TCA に限られている 53,78)。本研究により、グリシン抱合型及びタウリン抱
合型胆汁酸と、UDCA と LCA を除く遊離型胆汁酸が OSTα/β の輸送基質である
ことが明らかとなった。 
OSTα/β の胆汁酸に対する Km を比較したところ、遊離型胆汁酸の CDCA と
DCA の方がそれらの抱合型胆汁酸よりも低値を示し、OSTα/β の胆汁酸に対する
Kmは、水酸基の結合数が少ない胆汁酸ほど低値を示した (Table 2)。したがって、
胆汁酸の抱合基や水酸基が OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性に影響している
と考えられる。一方、OSTα/β は脂溶性の高い胆汁酸に対して高い輸送効率を示
した (Vmax/Km: 抱合型 LCA > 抱合型 CDCA、抱合型 DCA) (Table 2)。この結果
から、OSTα/β は脂溶性が高く細胞毒性作用の強い胆汁酸を優先的に輸送するこ
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とが示唆された。 
 
胆汁酸の消化管吸収における OSTα/β の役割 
胆汁酸は回腸にて主に Na+依存性の ASBT を介して吸収され、回腸粘膜上皮細
胞内にて ileal bile acid binding protein と結合し、OSTα/β を介して門脈血中に輸送
される。ヒト回腸内腔の総胆汁酸濃度は 2–10 mM であるのに対し 79)、ヒト門脈
血中の GCA、GCDCA、GDCA、TCA、TCDCA 及び TDCA 濃度はそれぞれ 2.09、
1.24、0.84、1.16、0.85 及び 0.49 μM と報告されている 80) (Table 4)。こうした背
景から、回腸粘膜上皮細胞内の胆汁酸濃度は不明であるが、これらの胆汁酸は
OSTα/β の発現する細胞内表面付近に μmol レベルの量で存在する可能性が考え
られる。一方、ASBT は GCA、GCDCA、GDCA、TCA、TCDCA 及び TDCA に
対して高親和性 81) (Kmはそれぞれ 11.0、0.662、1.10、4.39、< 0.1 及び 0.497 μM) 
であるのに対し (Table 4)、OSTα/β は低親和性 (Kmはそれぞれ> 1000、864、586、
> 10000、723 及び> 2000 μM) であった。したがって、OSTα/β は、ASBT を介し
た輸送により回腸粘膜上皮細胞内量が制御された胆汁酸を効率的に血管側へ排
出している可能性が考えられ、胆汁酸の消化管吸収の効率化に寄与することが
示唆された。 
 
胆汁酸の肝実質細胞外への排出における OSTα/β の役割 
通常、ヒトの肝臓における OSTβ の発現量は小腸や腎臓における発現量と比べ
て低く、マウスの肝臓においては OSTα 及び OSTβ ともにきわめて低い 53,78)。
しかしながら、胆汁うっ滞などの肝実質細胞内に胆汁酸が蓄積する病態では、
OSTα/β の発現が増加することが報告されている 78)。OSTα/β は、胆汁酸に対し
て、肝実質細胞の胆汁酸排出トランスポーターである BSEP 82)や ABCC4 83)と比
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較して低親和性であったことから (Table 4)、肝実質細胞内の胆汁酸濃度が高濃
度条件となった時に血管側への胆汁酸排出を促進する役割を担うことが示唆さ
れた。
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Bile acids 
Transporter affinity 
Km (µM) 
 Human potal serum 
concentration (µM) 80) 
 
OATP1B1 OATP1B3 NTCP 45) OSTα/β ASBT 81) BSEP 82) ABCC4 83) 
 
  
CA 47.1 42.2 54.9 > 400 15.1 – 14.8 – 
CDCA + + NS 23.0 NS – –  – 
DCA + + – 14.9 NS – –  – 
UDCA NS NS 1.55 NS NS – –  – 
LCA NS NS NS + NS – –  – 
GCA 14.7 15.3 15.8 > 1000 11.0 21.7 25.8  2.09 
GCDCA 9.6 2.4 10.9 864 0.662 7.5 5.9  1.24 
GDCA 4.6 5.6 – 586 1.10 – 6.7  0.84 
GUDCA 2.6 11.1 13.0 > 1000 11.5 – 12.5  – 
GLCA 0.74 0.52 4.87 12.8 < 0.1 – –  – 
TCA 10.6 9.5 19.8 > 10000 4.39 6.2 7.7  1.16 
TCDCA 2.9 1.5 8.12 724 < 0.1 6.6 3.6  0.85 
TDCA 13.6 2.4 – > 2000 0.497 – –  0.49 
TUDCA 5.2 8.3 9.53 > 2000 10.3 – 7.8  – 
TLCA 0.84 0.47 6.50 23.9 8.43 – –   – 
NS indicates not substrate due to high passive permeability or possibly not a substrate. +: transported but Km was not determined. 
 
Table 4 Km values of human transporter-mediated transport of bile acids 
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本研究における限界 
本研究では OATP1B1 及び OATP1B3 安定発現 HEK293 細胞、OSTα/β 安定発現
MDCKII 細胞を用いて、OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した胆汁酸の輸
送特性を調べたが、生体内でのトランスポーターの輸送活性を必ずしも反映し
ていない。そのため、in vitro 実験系で得られた知見を活用するには次の 2 点を
考慮する必要がある。 
1) 胆汁酸の肝取り込みにおける OATP1B1 及び OATP1B3 の寄与率 
胆汁酸の肝取り込みにおける各トランスポーターの寄与率は不明である。
今後、ヒトの初代培養肝細胞などを用いて NTCP を介した Na+依存的な取り
込みと、OATP1B1 及び OATP1B3 などを介した Na+非依存的な取り込みの肝
取り込みにおける寄与を個々の胆汁酸について調べることが必要であると
考えられる。また、ヒトの胆汁酸動態におけるトランスポーターの重要性を
示すには、in vivo 動態解析やトランスポーターのノックアウト動物を用いた
検討により、トランスポーターを介した各種胆汁酸輸送の寄与を明らかにす
る必要がある。 
2) トランスポーターの輸送活性に影響する要因 
本研究で得られた Km及び Vmaxというパラメーターは、基質親和性や輸送
効率の指標として活用することができるが、生体内でのトランスポーターの
輸送活性を必ずしも反映していない。トランスポーターの輸送活性に影響す
る要因として、本研究で明らかにした基質親和性や輸送効率だけでなく、タ
ンパク質発現量、細胞膜局在、駆動力、基質のタンパク結合率 (非結合型分
率) や受動拡散速度などについても考慮する必要があると考えられる。
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第 9 節 小括 
 
本章ではトランスポーター安定発現細胞株を用いた輸送実験により、
OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した胆汁酸 15 化合物の輸送特性を評価し
た。 
まず、OATP1B1 及び OATP1B3 安定発現 HEK293 細胞を用いて、胆汁酸の細
胞内取り込み量の時間依存性を調べた。その結果、遊離型胆汁酸のうち CA、
CDCA 及び DCA は、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した有意な取り込みが認めら
れたものの、UDCA 及び LCA の有意な取り込みは認められなかった。一方、グ
リシン抱合型胆汁酸とタウリン抱合型胆汁酸は、いずれも OATP1B1 及び
OATP1B3 を介した有意な取り込みが認められた。次に濃度依存性試験を行い、
速度論的パラメーターを算出することで、グリシン抱合型胆汁酸及びタウリン
抱合型胆汁酸は OATP1B1 及び OATP1B3 の良好な基質であり、遊離型胆汁酸に
比べて高親和性を示すことを明らかにした。 
次に、OSTα/β 安定発現 MDCKII 細胞を用いて、胆汁酸の細胞内取り込み量の
時間依存性を調べた。その結果、遊離型胆汁酸のうち CA、CDCA、DCA 及び
LCA は、OSTα/β を介した有意な取り込みが認められたものの、UDCA の有意な
取り込みは認められなかった。一方、グリシン抱合型胆汁酸とタウリン抱合型
胆汁酸は、いずれも OSTα/β を介した有意な取り込みが認められた。次に濃度依
存性試験を行い、速度論的パラメーターを算出することで、OSTα/β が胆汁酸に
低親和性を示す傾向にあったが、なかでも脂溶性の高い胆汁酸には比較的高親
和性を示すことを明らかにした。 
以上より、OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した遊離型胆汁酸及び抱合
型胆汁酸の輸送特性を評価し、検討した胆汁酸の間で輸送特性に多様性がある
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ことを明らかにした。本知見は、胆汁酸個々の動態におけるトランスポーター
の重要性を示唆するものであり、基質間の相互作用を考察するうえで有用であ
ると考えられる。
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第 2 章 NASH の病態進行における胆汁酸動態の解明 
 
第 1 節 序 
 
序論で述べたように、NASHの治療戦略を創出するための基盤的情報として、
その病態進行メカニズムを詳細に理解することは重要な課題である。NASH は
単純性脂肪肝と比較して予後不良であることや 84)、肝線維化の有無が NAFLD
の予後規定因子であることが報告されている 85)。したがって、NASH の治療戦
略を創出するうえで着目すべきは、炎症と肝線維化である。これまでに NASH
病態時における一部の胆汁酸の変動やトランスポーターの発現変動が報告され
ている 33,86)。しかしながら、脂肪肝から肝線維化を伴う NASH にまで至る病態
進行時の経時的な胆汁酸の変動はほとんど明らかにされていない。こうした背
景から、本研究では、NASH の病態進行メカニズムを詳細に理解するために、
炎症と肝線維化を呈するモデルを用いて胆汁酸動態との関連を明らかにするこ
ととした。 
NASH モデル動物はこれまでに遺伝子改変や薬物毒性によるもの、食餌誘発
性のモデルなど様々報告されている 87)。例えば、摂食抑制作用をもつホルモン
であるレプチンを欠損した obese (ob/ob) マウスやその受容体を欠損した
diabetes (db/db) マウスでは、過食に伴う肥満、インスリン抵抗性、そして脂肪
肝を誘発することができるが 88)、レプチンシグナルは肝線維化に重要な役割を
担うため、線維化を伴う NASH にまで進展しない 89)。一方で、肝臓からの超低
密度リポタンパク質の分泌に必要なメチオニン及びコリンを欠乏させた飼料 
(MCD) を使用したモデルは、NASH モデルとして広く用いられている。本モデ
ルは表現型が著明なるい痩となる栄養障害モデルであり、インスリン抵抗性を
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伴わないものの 90)、比較的短期間で線維化を伴う NASH に進展する。メチオニ
ンを完全欠乏させるのではなく、減量に留めたメチオニン減量コリン欠乏高脂
肪食 (CDAHFD) を使用したモデルは、MCD の問題点である体重減少を抑える
ことができる 91)。NASH 患者は肥満を呈することが多いことから、CDAHFD 給
餌により線維化を伴う NASH を誘発させたモデルが本研究に適すると考えた。 
以上の背景から、本章では肝線維化の進展を経時的に認めるモデルマウスを
用いて、NASH の病態進行と胆汁酸動態との関連を明らかにすることを目的と
した。 
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第 2 節 NASH モデルマウスの作製と病態評価 
 
まず、NASH の病態進行に伴い肝線維化を認めるモデルを作製するため、
Matsumoto らの方法 91)に基づき、C57BL/6J 雄性マウスに CDAHFD を 3、6、9、
12 及び 15 週間自由摂食させた後、犠死を行った (Fig. 15A)。体重はコントロー
ル群に比べて、CDAHFD 給餌群において給餌 1 週目より有意に低下したが、そ
の後は増加傾向にあった (Fig. 15B)。エネルギー換算した摂食量は両群間で有意
な差はなかった (Fig. 15C)。体重あたりの肝臓重量はコントロール群に比べて、
CDAHFD 給餌群において有意に増加した (Fig. 15D)。肝臓の TG 及び総コレステ
ロール量は CDAHFD給餌群において給餌 6週目をピークに有意に増加していた
が、給餌 9 週目以降は徐々に減少し、給餌 15 週目にはコントロール群と同程度
となった (Fig. 16A, B)。血液学的検査では、血漿中の aspartate aminotransferase 
(AST) 及び alanine aminotransferase (ALT) が CDAHFD 給餌群において給餌 6 週
目をピークに有意に増加し、給餌 9 週目以降は徐々に減少していたが、給餌 15
週目までコントロール群に比べて有意に増加していた (Fig. 16C, D)。肝臓におけ
る病理組織学的検査では、ヘマトキシリン・エオジン  (H.E.) 染色の結果、
CDAHFD 給餌群において小〜大滴性の脂肪変性が観察され、肝小葉内には小型
類円型の炎症細胞 (リンパ球) が集簇する炎症巣が多数認められた (Fig. 17A)。
また、障害された肝細胞の所見である風船様変性 (hepatocyte ballooning) も著明
に見られた。NAFLD/NASH の病理診断基準である NAFLD activity score (NAS) 92)
は、給餌 3 週目よりコントロール群では 0 点であったのに対し、CDAHFD 給餌
群では 5 点以上であり (Fig. 17B)、NASH と診断し得る結果であった。また、エ
ラスチカ・マッソン (E.M.) 染色の結果、CDAHFD 給餌群において門脈域を中
心に線維像が認められた (Fig. 17A)。さらに、NAS と同様に既報 92)に従い肝線
– 47 – 
維化の程度をスコア化したところ、コントロール群では 0点であったのに対し、
CDAHFD 給餌群では給餌 3 及び 6 週目においてそれぞれ 0.67、2.0 点であり、給
餌 15 週目では 2.17 点であった (Fig. 17B)。 
次に、肝臓における炎症関連遺伝子の発現を調べたところ、CDAHFD 給餌群
において tumor necrosis factor (Tnf)-α の発現がコントロール群に比べて有意に増
加していたが、Il-1β の発現は給餌 12–15 週目にかけて有意に低下し、Il-6 の発現
は給餌 3–6 週目にかけて有意に低下していた (Fig. 18A-C)。また、マクロファー
ジマーカーである F4/80及びCD11cの発現は CDAHFD給餌群において有意に増
加し、マクロファージの走化作用を有する monocyte chemotactic protein (Mcp)-1
の発現も有意に増加していた (Fig. 18D-F)。続いて、肝臓における線維化関連遺
伝子の発現を調べたところ、CDAHFD 給餌群において肝線維化のマーカーであ
る matrix metalloproteinase (Mmp)-2、tissue inhibitor of metalloproteinase (Timp)-1、
Tgf-β1 及び Collagen1α1 の発現が有意に増加していた (Fig. 19A-D)。さらに、筋
線維芽細胞のマーカーである α-smooth muscle actin (SMA) のタンパク質発現量
を調べたところ、コントロール群と比べて発現の増加が認められた (Fig. 19E)。 
以上より、C57BL/6J 雄性マウスに対する CDAHFD の給餌により、早期の
NASH誘発と肝線維化の経時的な進展を認めるNASHモデルマウスを作製した。 
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Fig. 15 Body characteristics changed by feeding of CDAHFD. 
(A) Experimental protocol. (B) Body weight, (C) energy intake, and (D) liver/body weight were 
measured at 3, 6, 9, 12, and 15 weeks after feeding CDAHFD. Data are shown as mean ± S.D. 
(Control, n = 6; CDAHFD, n = 6). * p < 0.05, significantly different from control. 
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Fig. 16 Liver triglyceride and cholesterol and plasma markers for liver injury 
changed by feeding of CDAHFD. 
The total triglyceride and cholesterol in the liver tissue, and plasma level of aspartate 
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) were measured. Data are shown as 
mean ± S.D. (Control, n = 6; CDAHFD, n = 6). * p < 0.05, significantly different from control. 
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Fig. 17 Development of NASH-associated fibrosis promoted by CDAHFD. 
(A) The representative H.E.- (left) and E.M.-stained (right) histology images of the liver in each 
group are shown (200 × magnification). (B) Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) activity 
score and fibrosis score. Degree of steatosis, inflammation, and hepatocyte ballooning are 
scored and the sum of scores is used to diagnose NASH (≥ 5 points is taken as NASH). 
(Control, n = 6; CDAHFD, n = 6). 
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Fig. 18 The alteration in inflammation by feeding of CDAHFD. 
The mRNA levels of Tnf-α (A), Il-1β (B), Il-6 (C), F4/80 (D), CD11c (E), and Mcp-1 (F) in the 
liver tissue were measured. The PCR products were normalized to amplified β-actin. Data are 
shown as mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). * p < 0.05, significantly different 
from control. 
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Fig. 19 The alteration in fibrosis by feeding of CDAHFD. 
The mRNA levels of Mmp-2 (A), Timp-1 (B), Tgf-β1 (C), and Collagen1α1 (D) in the liver 
tissue were measured. The PCR products were normalized to amplified β-actin. Data are shown 
as mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). * p < 0.05, significantly different from 
control. (E) Western blot analyses of α-SMA and GAPDH using liver homogenate lysates. 
– 53 – 
第 3 節 NASH モデルマウスにおける胆汁酸の経時的変動の定量解析 
 
続いて、作製した NASH モデルマウスにおける胆汁酸動態の変動を調べるた
めに、肝臓中、胆汁中及び末梢血中の総胆汁酸量を測定した。肝臓中の総胆汁
酸量は CDAHFD 給餌 3 週目で有意に増加していたものの、給餌 6 週目以降はコ
ントロール群と比べて有意な差を認めなかった (Fig. 20A)。胆汁中の総胆汁酸濃
度は CDAHFD 給餌 9 週目で有意に低下していた (Fig. 20B)。一方、末梢血中の
総胆汁酸濃度は CDAHFD 給餌 3–6 週目にかけて経時的に増加し、給餌 9 週目以
降は徐々に減少したもののコントロール群と比べて有意に増加していた (Fig. 
20C)。したがって、NASH の病態進行と胆汁酸動態の変動に関連があることが
示唆された。 
そこで、胆汁酸組成及び濃度の変動について、胆汁酸 47 化合物を対象として
液体クロマトグラフィー／タンデム質量分析 (LC/MS/MS) 法により詳細に解析
した。肝臓中では、CDAHFD 給餌 3 週目にげっ歯類の一次胆汁酸である β ミュ
リコール酸 (MCA) とそのタウリン抱合体である TβMCA、TωMCA のほか、
CDCA及び硫酸抱合型GCAの濃度が有意に増加していた (Table 5)。一方で、CA、
ヒオコール酸 (HCA) 及び二次胆汁酸である DCA、LCA、ヒオデオキシコール
酸 (HDCA) 及び TDCA の濃度は低下していた。また、肝臓中の硫酸抱合型 TCA
の濃度は CDAHFD 給餌 3 週目では有意に増加していたものの、給餌 6 週目以降
はコントロール群と比べて低下していた。胆汁中では、CDAHFD 給餌 9 週目に
グリシン抱合型胆汁酸 (GCA、GβMCA、GHCA、GCDCA 及び GUDCA) 及び
TβMCA の濃度がコントロール群と比べて有意に増加していた (Table 6)。しかし
ながら、遊離型胆汁酸 (αMCA、ωMCA、HCA、HDCA、CDCA、DCA 及び UDCA)、
グリシン抱合型胆汁酸 (GHDCA 及び GDCA)、タウリン抱合型胆汁酸 (TCA、
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TαMCA、TωMCA、THCA、THDCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA)、
硫酸抱合型胆汁酸 (GCA 3-sulfate、TCA 3-sulfate 及び TDCA 3-sulfate) 及びグル
クロン酸抱合型 UDCA の濃度は CDAHFD 給餌 9 週目で有意に低下していた。
胆汁中 CA 濃度は CDAHFD 給餌 3 週目で有意に増加していたものの、給餌 6 週
目以降は有意に低下していた。胆汁中 βMCA 及び GHCA 濃度は CDAHFD 給餌
9 週目で有意に増加していたものの、給餌 15 週目では有意に低下していた。反
対に、胆汁中 TCDCA 及び TUDCA 濃度は CDAHFD 給餌 9 週目で有意に低下し
ていたものの、給餌 15 週目では有意に増加していた。さらに、末梢血中では、
CDAHFD 給餌 6 週目で、親水性の遊離型胆汁酸 (CA、αMCA、βMCA、ωMCA、
HCA、CDCA 及び UDCA)、グリシン抱合型胆汁酸 (GCA、GβMCA、GCDCA 及
び GUDCA)、タウリン抱合型胆汁酸 (TCA、TαMCA、TβMCA、TωMCA、THCA、
TCDCA 及び TUDCA) 及び硫酸抱合型胆汁酸  (TCA 3-sulfate 及び TDCA 
3-sulfate) の濃度がコントロール群と比べて有意に増加していた (Table 7)。反対
に、末梢血中 HDCA、DCA、LCA、THDCA 及び TDCA の濃度は CDAHFD 給餌
6 週目で有意に低下していた。 
以上の結果から、NASH では胆汁中よりも末梢血中への胆汁酸排出を促進す
る機構が働いている可能性が考えられた。 
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Fig. 20 Total bile acid concentration in the liver, bile, and plasma. 
Data are shown as mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). * p < 0.05, significantly 
different from control.  
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Bile acids 
Liver concentration (nmol/g) 
3W 6W 9W 12W 15W 
Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD 
CA 33.4 ± 12.0 17.4 ± 4.8* 29.2 ± 14.6 14.9 ± 3.8 47.1 ± 17.8 29.4 ± 13.1 66.1 ± 33.0 18.9 ± 7.2* 97.9 ± 29.7 24.4 ± 11.2* 
αMCA 8.80 ± 3.07 8.04 ± 2.78 8.84 ± 7.03 4.26 ± 0.991 7.71 ± 4.85 4.72 ± 2.26 7.07 ± 2.87 4.72 ± 2.15 8.09 ± 2.00 5.39 ± 2.10 
βMCA 68.7 ± 37.2 201 ± 43* 66.9 ± 33.6 174.7 ± 26.6* 49.0 ± 19.2 135 ± 42* 57.3 ± 31.5 144 ± 60* 63.9 ± 17.0 154 ± 66* 
ωMCA 43.1 ± 20.1 17.1 ± 4.2* 38.1 ± 14.9 17.2 ± 4.2* 37.0 ± 8.0 27.3 ± 3.1* 41.4 ± 9.4 19.6 ± 2.5* 44.0 ± 15.8 12.4 ± 7.7* 
HCA 0.125 ± 0.086 0.0264 ± 0.0115* 0.0617 ± 0.0265 0.0574 ± 0.0558 0.0950 ± 0.0488 0.0691 ± 0.0177 0.0955 ± 0.0110 0.0386 ± 0.0120* 0.128 ± 0.067 0.0528 ± 0.0163* 
HDCA 1.58 ± 0.98 0.0995 ± 0.0642* 2.28 ± 2.33 0.0203 ± 0.0210 0.939 ± 0.415 0.0313 ± 0.0139* 1.24 ± 0.66 0.0294 ± 0.0111* 1.23 ± 0.906 0.0329 ± 0.0186* 
CDCA 1.84 ± 0.601 3.76 ± 1.13* 1.36 ± 1.09 1.13 ± 0.242 1.82 ± 1.17 2.08 ± 0.889 1.36 ± 0.381 1.60 ± 0.58 0.899 ± 0.123 1.71 ± 0.50* 
DCA 3.98 ± 1.65 0.163 ± 0.103* 3.34 ± 2.11 0.0718 ± 0.0487* 3.29 ± 1.12 0.203 ± 0.100* 3.45 ± 1.75 0.0739 ± 0.0117* 4.02 ± 2.48 0.0534 ± 0.0243* 
UDCA 1.63 ± 0.77 1.56 ± 0.58 1.82 ± 1.41 1.24 ± 0.28 1.67 ± 0.44 1.61 ± 0.90 1.56 ± 0.61 1.92 ± 0.80 1.63 ± 0.44 1.46 ± 0.67 
LCA 0.202 ± 0.084 0.0601 ± 0.0246* 0.0756 ± 0.0324 – 0.126 ± 0.067 0.0275 ± 0.0072* 0.0720 ± 0.0255 0.0156 ± 0.0041* 0.0333 ± 0.0148 – 
GCA 0.413 ± 0.182 0.842 ± 0.418 0.376 ± 0.334 0.700 ± 0.094 0.346 ± 0.180 0.932 ± 0.516* 0.568 ± 0.429 0.788 ± 0.428 0.461 ± 0.156 0.666 ± 0.234 
GαMCA – – – – – – – – – – 
GβMCA – 0.0433 ± 0.0092 0.0286 ± 0.0244 0.0504 ± 0.0071 0.0126 ± 0.0091 0.0534 ± 0.0253* 0.0199 ± 0.0121 0.0867 ± 0.0375* 0.0300 ± 0.0102 0.0526 ± 0.0145* 
GHCA – – – – – – – – – – 
GHDCA – – – – – – – – – – 
GCDCA – – – – – – – – – – 
GDCA – – – 0.0366 ± 0.0316 0.0223 ± 0.0127 – 0.0338 ± 0.0213 – – 0.0204 ± 0.0178 
GUDCA – – – – – – – – – – 
Table 5 Individual bile acid concentration in the liver 
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GLCA – – – – – – – – – – 
TCA 126 ± 45 204 ± 66 146 ± 84 147 ± 20 94.1 ± 53.6 147 ± 65 152 ± 112 179 ± 86 91.5 ± 40.4 159 ± 48* 
TαMCA – 5.31 ± 3.98 – 0.829 ± 0.517 – – – – – – 
TβMCA 1.20 ± 0.74 25.1 ± 16.8* 2.67 ± 1.75 8.89 ± 6.79 1.09 ± 0.54 1.52 ± 0.62 1.03 ± 0.34 4.52 ± 3.61 1.23 ± 0.61 6.15 ± 5.59 
TωMCA 4.48 ± 3.46 37.0 ± 10.2* 3.12 ± 4.90 12.5 ± 6.2* 1.21 ± 0.67 3.80 ± 1.99* 1.61 ± 0.65 7.55 ± 4.16* 2.06 ± 1.70 10.6 ± 9.4 
THCA – 0.0204 ± 0.0242 0.0127 ± 0.0108 0.0109 ± 0.0113 0.0212 ± 0.0156 0.0179 ± 0.0068 0.0187 ± 0.0093 0.0194 ± 0.0130 0.0180 ± 0.0135 0.0232 ± 0.0159 
THDCA – – – – – – – – – – 
TCDCA – 0.611 ± 0.261 0.120 ± 0.188 0.410 ± 0.202 – – – 0.330 ± 0.251 – 0.232 ± 0.159 
TDCA 11.9 ± 3.5 2.07 ± 1.23* 22.7 ± 21.2 0.899 ± 0.318* 11.3 ± 4.3 1.31 ± 0.54* 13.0 ± 6.7 1.19 ± 0.37* 11.6 ± 6.5 0.782 ± 0.401* 
TUDCA – 0.447 ± 0.263 0.0575 ± 0.0907 0.295 ± 0.178 0.00929 ± 0.00720 0.0517 ± 0.0486 0.00586 ± 0.00576 0.388 ± 0.283* – 0.315 ± 0.155 
TLCA – 0.00916 ± 0.00443 0.0476 ± 0.0738 – – – 0.0114 ± 0.0065 0.0130 ± 0.0058 – 0.0102 ± 0.0058 
CDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
DCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
LCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GCA 3-sulfate 0.0176 ± 0.0110 0.0449 ± 0.0092* 0.0280 ± 0.0119 0.0219 ± 0.0102 0.0299 ± 0.0099 0.0354 ± 0.0095 0.0373 ± 0.0109 0.0484 ± 0.0194 0.0362 ± 0.0188 0.0493 ± 0.0137 
GCDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GUDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GLCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TCA 3-sulfate 1.45 ± 0.37 3.30 ± 0.53* 2.61 ± 1.07 1.30 ± 0.64* 2.22 ± 0.42 1.64 ± 0.56 2.50 ± 0.72 2.07 ± 0.96 2.38 ± 0.64 2.30 ± 1.38 
TCDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TDCA 3-sulfate 0.0244 ± 0.0184 0.0471 ± 0.0152 0.0312 ± 0.0218 0.00980 ± 0.00654 0.0478 ± 0.0190 0.0333 ± 0.0105 0.0310 ± 0.0086 0.0435 ± 0.0194 0.0365 ± 0.0142 0.0866 ± 0.0578 
TUDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
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TLCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
CA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
CDCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
DCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
UDCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
LCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
Each data represents the mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). –: not quantified. * p < 0.05, significantly different from control.  
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Bile acids 
Bile concentration (µmol/L) 
3W 6W 9W 12W 15W 
Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD 
CA 216 ± 78 585 ± 286* 2156 ± 807 512 ± 311* 3175 ± 60 1176 ± 119* 1863 ± 61 823 ± 24* 2429 ± 113 248 ± 10* 
αMCA 56.1 ± 25.3 92.2 ± 59.4 424 ± 174 54.2 ± 49.1 370 ± 17 72.8 ± 5.5* 153 ± 13 54.5 ± 5.1* 266 ± 16 31.2 ± 1.6* 
βMCA 455 ± 252 589 ± 271 1058 ± 125 815 ± 580 1001 ± 47 1092 ± 67* 592 ± 59 962 ± 123* 1090 ± 60 435 ± 19* 
ωMCA 232 ± 84 408 ± 233 870 ± 378 203 ± 147* 1032 ± 50 264 ± 20* 663 ± 68 196 ± 26* 1119 ± 62 106 ± 3.8* 
HCA 0.238 ± 0.188 0.762 ± 0.502 2.50 ± 1.50 1.55 ± 2.17 3.76 ± 0.24 1.17 ± 0.24* 1.52 ± 0.17 0.650 ± 0.080* 3.32 ± 0.18 0.267 ± 0.047* 
HDCA 1.03 ± 1.62 0.770 ± 0.771 6.69 ± 3.15 – 3.52 ± 0.15 0.0240 ± 0.0102* 2.38 ± 0.24 0.0233 ± 0.0160* 2.88 ± 0.14 – 
CDCA 0.304 ± 0.158 0.388 ± 0.177 1.53 ± 0.40 0.313 ± 0.242* 1.52 ± 0.47 0.312 ± 0.050* 0.563 ± 0.070 0.387 ± 0.077* 0.927 ± 0.053 0.267 ± 0.017* 
DCA 1.25 ± 1.21 1.91 ± 1.68 7.09 ± 2.98 0.265 ± 0.139* 2.38 ± 0.088 0.395 ± 0.087* 1.69 ± 0.18 0.438 ± 0.054* 2.80 ± 0.18 0.423 ± 0.025* 
UDCA 0.422 ± 0.308 1.03 ± 0.72 2.95 ± 0.32 0.743 ± 0.727* 3.90 ± 0.72 0.258 ± 0.041* 1.43 ± 0.15 0.515 ± 0.075* 2.96 ± 0.097 0.258 ± 0.019* 
LCA – – – – – – – – – – 
GCA 309 ± 98 310 ± 158 347 ± 105 268 ± 209 327 ± 13 563 ± 72* 300 ± 23 497 ± 54* 262 ± 12 284 ± 6* 
GαMCA 8.48 ± 3.50 12.3 ± 3.2 16.2 ± 5.2 8.39 ± 5.22 22.3 ± 1.8 21.9 ± 2.8 15.4 ± 1.8 17.8 ± 2.3 12.6 ± 1.4 12.4 ± 1.2 
GβMCA 110 ± 65 110 ± 86 69.1 ± 16.3 195 ± 134 62.7 ± 2.9 304 ± 53* 63.7 ± 5.1 265 ± 34* 52.2 ± 3.3 147 ± 4* 
GHCA 0.122 ± 0.045 0.160 ± 0.047 0.134 ± 0.087 0.194 ± 0.152 0.285 ± 0.033 0.455 ± 0.077* 0.242 ± 0.030 0.240 ± 0.047 0.273 ± 0.047 0.155 ± 0.024* 
GHDCA 0.762 ± 0.857 0.472 ± 0.493 1.95 ± 1.01 0.0700 ± 0.0724* 1.10 ± 0.13 – 1.03 ± 0.10 – 0.858 ± 0.158 – 
GCDCA 1.03 ± 0.34 1.62 ± 0.62 2.29 ± 0.60 1.61 ± 1.16 2.49 ± 0.20 3.24 ± 0.25* 1.68 ± 0.25 2.77 ± 0.38* 1.21 ± 0.18 1.86 ± 0.17* 
GDCA 4.53 ± 4.72 3.84 ± 4.20 15.7 ± 5.9 0.400 ± 0.235* 11.0 ± 0.4 0.582 ± 0.115* 8.49 ± 1.01 0.568 ± 0.111* 6.82 ± 0.45 0.225 ± 0.016* 
GUDCA 1.79 ± 0.85 1.87 ± 1.29 1.10 ± 0.31 2.78 ± 1.81 1.74 ± 0.23 6.38 ± 0.82* 1.77 ± 0.23 5.87 ± 0.60* 1.20 ± 0.13 3.35 ± 0.17* 
GLCA – – – – – – 0.0800 ± 0.0153 0.0767 ± 0.0236 0.0800 ± 0.0369 0.0733 ± 0.0125 
Table 6 Individual bile acid concentration in bile 
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TCA 39176 ± 10474 28215 ± 13826 56920 ± 18371 23198 ± 19716 31840 ± 1090 20320 ± 642* 25911 ± 2629 19182 ± 1774* 23929 ± 1733 17922 ± 1227* 
TαMCA 24968 ± 8468 19435 ± 7315 30264 ± 8071 9164 ± 7352* 39021 ± 2520 15859 ± 2878* 27302 ± 2937 12456 ± 2254* 20156 ± 606 13440 ± 1186* 
TβMCA 397524 ± 256245 223060 ± 168361 150870 ± 14130 277910 ± 220744 108315 ± 2896 152736 ± 6338* 87626 ± 8391 157223 ± 14966* 86918 ± 5177 158955 ± 11406* 
TωMCA 93362 ± 14892 67775 ± 33405 83124 ± 25261 38704 ± 33821 96869 ± 4889 47316 ± 3105* 82794 ± 8361 39834 ± 4339* 81246 ± 3280 36613 ± 1253* 
THCA – – – – 75.0 ± 6.1 34.3 ± 4.7* 48.9 ± 5.5 24.1 ± 2.7* 54.6 ± 3.0 21.8 ± 0.7* 
THDCA 940 ± 1089 688 ± 1061 1594 ± 997 21.7 ± 25.1* 1130 ± 103 24.7 ± 2.4* 1036 ± 115 22.5 ± 2.8* 836 ± 44 23.8 ± 1.0* 
TCDCA 1525 ± 587 1008 ± 328 1558 ± 639 564 ± 484* 2275 ± 126 1283 ± 73* 1566 ± 164 1310 ± 147* 971 ± 55 1436 ± 69* 
TDCA 3160 ± 1945 2568 ± 1999 7886 ± 4065 147 ± 90* 6467 ± 303 490 ± 28* 4793 ± 450 445 ± 61* 4332 ± 183 334 ± 12* 
TUDCA 3896 ± 2656 3134 ± 1764 2056 ± 467 1466 ± 1406 1802 ± 143 1518 ± 97* 1358 ± 157 1547 ± 174 1052 ± 60 1313 ± 50* 
TLCA 21.5 ± 20.5 16.5 ± 12.2 48.3 ± 20.3 – 36.0 ± 1.1 2.80 ± 0.57* 27.0 ± 2.7 2.42 ± 0.73* 21.9 ± 1.0 2.57 ± 0.20* 
CDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
DCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
LCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GCA 3-sulfate 8.77 ± 3.53 8.08 ± 3.75 8.40 ± 2.42 4.01 ± 3.97 10.6 ± 0.5 7.91 ± 1.05* 11.8 ± 1.0 12.9 ± 1.1 11.0 ± 0.5 12.7 ± 0.5* 
GCDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GUDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GLCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TCA 3-sulfate 627 ± 195 566 ± 180 817 ± 170 159 ± 158* 696 ± 22 238 ± 23* 577 ± 53 323 ± 35* 489 ± 18 488 ± 10 
TCDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TDCA 3-sulfate 9.73 ± 2.89 6.35 ± 1.68 8.71 ± 1.51 1.81 ± 1.80* 12.5 ± 0.4 7.66 ± 0.16* 9.57 ± 0.42 9.51 ± 0.53 8.39 ± 0.23 15.2 ± 0.4* 
TUDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TLCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
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CA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
CDCA 3-glucuronide 0.912 ± 0.293 0.956 ± 0.182 1.36 ± 0.17 – – – – – – – 
DCA 3-glucuronide 0.496 ± 0.304 0.350 ± 0.173 0.948 ± 0.188 0.218 ± 0.038* – – – – – – 
UDCA 3-glucuronide 0.780 ± 0.461 0.668 ± 0.447 3.61 ± 1.57 0.298 ± 0.089* 2.98 ± 0.17 1.16 ± 0.07* 2.43 ± 0.17 1.12 ± 0.06* 2.62 ± 0.17 1.17 ± 0.05* 
LCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
Each data represents the mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). –: not quantified. * p < 0.05, significantly different from control.  
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Bile acids 
Plasma concentration (μmol/L) 
3W 6W 9W 12W 15W 
Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD Control CDAHFD 
CA 284 ± 188 1252 ± 322* 628 ± 564 5271 ± 942* 477 ± 347 5133 ± 3530* 970 ± 825 2473 ± 1112* 1345 ± 963 1412 ± 613 
αMCA 18.2 ± 16.9 57.9 ± 25.6* 37.1 ± 29.4 210 ± 75* 33.2 ± 20.0 221 ± 136* 60.4 ± 53.8 136 ± 58* 88.3 ± 59.6 97.5 ± 38.0 
βMCA 348 ± 277 2724 ± 611* 506 ± 271 9186 ± 1813* 343 ± 174 8519 ± 5909* 687 ± 534 4610 ± 2601* 1383 ± 1253 3271 ± 1332* 
ωMCA 521 ± 386 1017 ± 277* 734 ± 559 2347 ± 845* 635 ± 283 1506 ± 630* 1053 ± 718 842 ± 483 1421 ± 1196 843 ± 473 
HCA 2.18 ± 0.90 2.70 ± 0.51 3.18 ± 2.06 14.8 ± 7.8* 3.14 ± 0.39 8.35 ± 3.45* 3.23 ± 2.29 3.63 ± 2.17 4.25 ± 3.48 2.44 ± 1.46 
HDCA 25.3 ± 19.4 8.50 ± 1.29 54.4 ± 18.4 9.83 ± 2.04* 24.2 ± 11.1 4.83 ± 2.05* 51.1 ± 38.4 3.73 ± 2.39* 44.0 ± 18.1 2.68 ± 1.10* 
CDCA 14.4 ± 8.1 23.4 ± 7.3 24.2 ± 9.4 80.5 ± 24.3* 18.1 ± 16.3 65.9 ± 33.8* 18.3 ± 15.7 45.6 ± 22.0* 21.5 ± 20.9 37.0 ± 17.4 
DCA 281 ± 98 208 ± 66 865 ± 396 348 ± 34* 501 ± 153 375 ± 136 603 ± 106 332 ± 232* 757 ± 207 252 ± 228* 
UDCA 35.9 ± 19.2 30.1 ± 8.2 58.7 ± 20.0 181 ± 65* 47.8 ± 17.8 128 ± 63* 61.1 ± 21.1 102 ± 48 98.1 ± 83.9 154 ± 190 
LCA 16.3 ± 2.4 9.77 ± 1.26* 22.7 ± 8.8 10.3 ± 2.0* 15.1 ± 7.7 8.22 ± 2.50 17.1 ± 4.5 9.45 ± 4.48* 13.6 ± 2.9 6.40 ± 1.50* 
GCA 12.7 ± 6.0 134 ± 77* 10.9 ± 7.9 360 ± 55* 12.6 ± 8.1 294 ± 171* 16.5 ± 5.3 215 ± 96* 26.8 ± 10.2 109 ± 53* 
GαMCA – – – – – 12.6 ± 6.2 – 6.82 ± 1.28 – 9.18 ± 2.97 
GβMCA 5.52 ± 0.88 57.1 ± 25.9* 4.78 ± 0.68 217 ± 17* – 149 ± 90 – 75.7 ± 35.8 – 78.1 ± 83.1 
GHCA – – – – – – – – – – 
GHDCA – – – – – – – – – – 
GCDCA – 3.72 ± 0.26 – 5.30 ± 0.72 – 2.73 ± 1.24 – 2.00 ± 0.79 – 1.77 ± 1.26 
GDCA 2.78 ± 1.05 2.65 ± 0.38 3.63 ± 1.30 2.67 ± 0.51 1.13 ± 0.47 1.52 ± 0.67 1.78 ± 0.88 1.13 ± 0.46 1.62 ± 1.05 1.03 ± 0.59 
GUDCA – 5.32 ± 0.45 – 6.67 ± 0.57 – 1.75 ± 1.14 – 1.58 ± 1.13 – 1.32 ± 1.04 
GLCA 2.55 ± 0.08 2.50 ± 0.09 2.53 ± 0.12 2.48 ± 0.10 – – – – – – 
Table 7 Individual bile acid concentration in plasma 
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TCA 1238 ± 977 17387 ± 5638* 541 ± 385 28261 ± 3527* 627 ± 486 20469 ± 11448* 768 ± 334 14656 ± 6466* 1580 ± 659 9004 ± 4323* 
TαMCA 536 ± 260 5538 ± 2166* 296 ± 233 7272 ± 635* 138 ± 190 3934 ± 2855* 126 ± 39.5 1882 ± 322* 265 ± 155 2385 ± 1992* 
TβMCA 1706 ± 914 116830 ± 41266* 750 ± 443 205068 ± 30088* 290 ± 245 115928 ± 70696* 340 ± 105 68434 ± 32889* 969 ± 554 44682 ± 23466* 
TωMCA 3065 ± 1352 21991 ± 3561* 2028 ± 1412 34999 ± 5042* 867 ± 398 17016 ± 5194* 1163 ± 324 10091 ± 4760* 1971 ± 1090 7318 ± 3640* 
THCA – 2.83 ± 1.94 – 24.7 ± 11.2 – 11.3 ± 4.2 – 5.38 ± 2.82 – 11.6 ± 20.7 
THDCA 70.9 ± 72.0 23.5 ± 8.8 45.1 ± 27.4 17.9 ± 5.6* 18.5 ± 10.2 12.6 ± 7.0 29.9 ± 8.4 8.58 ± 4.59* 46.8 ± 50.1 4.88 ± 2.03 
TCDCA 35.4 ± 14.5 424 ± 106* 27.6 ± 16.8 607 ± 85* 18.5 ± 17.4 384 ± 189* 24.0 ± 9.2 337 ± 145* 48.2 ± 18.1 261 ± 88* 
TDCA 350 ± 262 270 ± 95 300 ± 170 180 ± 38* 133 ± 59 187 ± 128 171 ± 54 168 ± 77 318 ± 255 109 ± 60 
TUDCA 23.9 ± 4.8 196 ± 85* 16.5 ± 4.8 500 ± 53* 12.4 ± 3.0 297 ± 133* 12.6 ± 3.1 292 ± 63* 16.7 ± 3.6 243 ± 119* 
TLCA – – – – 0.800 ± 0.777 1.75 ± 1.24 1.10 ± 0.33 1.53 ± 0.56 1.48 ± 0.96 0.980 ± 0.455 
CDCA 3-sulfate 3.50 ± 0.96 3.32 ± 0.75 2.85 ± 0.87 3.28 ± 0.48 – – – – – – 
DCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
LCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GCDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GUDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
GLCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TCA 3-sulfate 6.95 ± 4.31 150 ± 37* 4.12 ± 1.83 72.4 ± 28.3* 2.12 ± 1.18 48.5 ± 12.4* 4.52 ± 3.82 84.0 ± 31.9* 4.35 ± 1.32 61.9 ± 40.3* 
TCDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TDCA 3-sulfate 0.750 ± 0.105 10.1 ± 1.7* – 2.75 ± 0.75* – 3.15 ± 0.67 1.25 ± 0.18 4.97 ± 1.56* 1.20 ± 0.17 4.84 ± 1.22* 
TUDCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
TLCA 3-sulfate – – – – – – – – – – 
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CA 3-glucuronide 14.6 ± 7.7 – – 14.1 ± 12.5 – – – – – – 
CDCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
DCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
UDCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
LCA 3-glucuronide – – – – – – – – – – 
Each data represents the mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). –: not quantified. * p < 0.05, significantly different from control.  
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第 4 節 NASH モデルマウスにおける胆汁酸トランスポーターの発現変動 
 
NASH の病態進行に伴う胆汁酸変動の要因を明らかにするために、肝臓及び
回腸に発現し胆汁酸の腸肝循環を担うトランスポーターの発現を経時的に調べ
た。その結果、CDAHFD給餌によりトランスポーターの発現変動が認められ (Fig. 
21A)、肝臓の Ostβ は CDAHFD 給餌 3–6 週目にかけて早期に発現が増加し、そ
の後はコントロール群と比べて有意な差を認めなかった (Fig. 21B)。また、血管
側への胆汁酸排出を担う Abcc4 は CDAHFD 給餌 15 週目で発現が有意に増加し
ていたが (Fig. 21C)、Abcc3 の発現は CDAHFD 給餌 3 週目から有意に低下して
いた (Fig. 21D)。一方で、CDAHFD 給餌 3 週目の早期より、細胞内取り込みを
担う Ntcp 及び Oatp1b2 の発現が有意に低下し (Fig. 21E, F)、回腸の Asbt の発現
は CDAHFD 給餌 3–6 週目にかけて有意に低下していた (Fig. 21G)。また、胆管
への胆汁酸排出を担う Bsep 及び Abcc2 の発現も有意に低下していた (Fig. 21H, 
I)。以上の結果から、NASH モデルマウスにおいて胆汁酸動態が変動した要因と
して、肝臓及び回腸に発現するトランスポーターの発現変動が関与している可
能性が考えられた。
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Fig. 21 The alteration in bile acid transporters by feeding of CDAHFD. 
(A) Transporters related to bile acid secretion/reabsorption into/from the plasma and bile duct are 
shown. The mRNA levels of Ostβ (B), Abcc4 (C), Abcc3 (D), Ntcp (E), Oatp1b2 (F), Asbt (G), 
Bsep (H), and Abcc2 (I) in the liver or ileum were analyzed. The PCR products were normalized 
to amplified β-actin. Data are shown as mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). * p < 
0.05, significantly different from control. 
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第 5 節 NASH モデルマウスにおける胆汁酸代謝酵素及び核内受容体の発現変
動 
 
次に、肝臓に発現する胆汁酸代謝酵素の発現を経時的に調べた。その結果、
CDAHFD 給餌により胆汁酸代謝酵素の発現変動が認められ  (Fig. 22A)、
CDAHFD 給餌 3 週目より、胆汁酸の生合成の律速酵素である Cyp7a1 の発現が
コントロール群と比べて有意に低下していた (Fig. 22B)。また、その他の胆汁酸
生合成酵素 Cyp27a1、Cyp8b1、Akr1d1 及び Hsd3b7 の発現も有意に低下してい
た (Fig. 22C-F)。胆汁酸のアミノ酸抱合酵素である bile acid-CoA:amino acid 
N-acyltransferase (Baat) の発現は、CDAHFD 給餌 3 週目より有意に低下していた
一方で、硫酸抱合酵素である sulfotransferase (Sult) 2a1 の発現は CDAHFD 給餌 12
週目まで有意に増加していた (Fig. 22G, H)。さらに、Cyp7a1 の発現を負に制御
する核内受容体 Fxr の発現を調べたところ、CDAHFD 給餌 3 週目よりコントロ
ール群と比べて有意に低下していた (Fig. 22I)。以上の結果から、NASH の肝臓
では、コレステロールから胆汁酸への生合成が低下するとともに、胆汁酸の硫
酸抱合を促進する機構が働いていることが示唆された。 
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Fig. 22 The alteration in bile acid metabolizing enzymes and farnesoid X 
receptor by feeding of CDAHFD. 
(A) Pathways of bile acid synthesis from cholesterol and metabolizing enzymes are shown. The 
mRNA levels of Cyp7a1 (B), Cyp27a1 (C), Cyp8b1 (D), Akr1d1 (E), Hsd3b7 (F), Baat (G), 
Sult2a1 (H), and Fxr (I) in the liver were analyzed. The PCR products were normalized to 
amplified β-actin. Data are shown as mean ± S.D. (Control, n = 4–6; CDAHFD, n = 4–6). * p < 
0.05, significantly different from control. 
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第 6 節 肝線維化の進展に及ぼす胆汁酸の影響 
 
前節までの NASH モデルマウスを用いた検討により、肝実質細胞内における
親水性の遊離型胆汁酸や抱合型胆汁酸の血管側への排出を促進するような胆汁
酸動態の変動が認められた。血管側へ排出された胆汁酸は、類洞に到達する過
程で、肝実質細胞と血管内皮細胞との間にあるディッセ腔を通過する。ディッ
セ腔は肝線維化の形成の場であることから、血管側へ排出された胆汁酸が肝線
維化の進展に関与している可能性が考えられる。そこで、胆汁酸が肝線維化に
及ぼす影響を調べるため、ディッセ腔に存在して肝線維化の進展に中心的な役
割を担う肝星細胞に着目し、その活性化について検討を行った。不死化ヒト肝
星細胞株 TWNT-1 細胞を用いて、各種胆汁酸を 100 μM の濃度で細胞に添加し、
24 時間培養後の α-SMA 発現の変動を調べたところ、CDCA、DCA、GCA、GCDCA
及び GDCA の添加により、α-SMA の mRNA 発現が有意に増加した (Fig. 23)。
したがって、遊離型胆汁酸及びグリシン抱合型胆汁酸が肝星細胞の活性化に関
与する可能性が考えられた。 
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Fig. 23 Effects of bile acids on α-SMA expression of TWNT-1 cells. 
TWNT-1 cells were cultured for 24 hours in FBS-free medium and then incubated in the same 
medium with bile acids (100 μM) for 24 hours. In this experiment, all cells received the same 
amount of DMSO. TGF-β1 (10 ng/mL), 10% FBS, and TNF-α (100 ng/mL) were used as a 
positive control. The α-SMA mRNA levels were normalized to those of HPRT. Data are shown 
as mean ± S.D. (n = 3). * p < 0.05, significantly different from negative control (DMSO group).  
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第 7 節 考察 
 
本章では CDAHFD 給餌により作製した NASH モデルマウスを用いて、胆汁酸
の経時的な挙動変化を明らかにした。胆汁酸動態の変動と肝線維化の進展との
関連が認められ、一部の胆汁酸が肝星細胞の活性化に関与したことから、胆汁
酸動態の変動が NASH の病態進行に関与することが示唆された。 
 
NASH の病態進行における胆汁酸動態の変動 
NASH モデルマウスの肝臓において、胆汁酸組成の変動が認められた (Fig. 
20A, Table 1)。肝実質細胞への胆汁酸の蓄積に関連する細胞毒性は、多くの肝疾
患において重大な問題である 93-96)。NASH における胆汁酸による細胞毒性の詳
細な分子メカニズムは明らかにされていないが、酸化ストレスや抗酸化応答が
NASH の病態進行に関与することが報告されている 97)。脂溶性の高い胆汁酸が
細胞に蓄積すると、アポトーシスやネクローシスが直接的に活性化される 94)。
また、胆汁酸の脂溶性および細胞毒性作用の程度は、LCA > DCA > CDCA > CA > 
UDCA の順序で報告されている 94)。本研究では NASH モデルマウスの肝臓にお
いて、脂溶性の高い胆汁酸 (DCA、LCA、HDCA 及び TDCA) の濃度が有意に低
下していることを見出した。したがって、NASH の病態進行に伴い、胆汁酸の
細胞毒性作用を軽減させるような肝実質細胞の自己防衛機構が働いていること
が示唆された。 
NASH モデルマウスの肝臓において、胆汁酸生合成酵素 (Cyp7a1、Cyp27a1、
Cyp8b1、Akr1d1 及び Hsd3b7) の発現低下が認められた (Fig. 22B-F)。胆汁酸生
合成酵素の発現低下は、ヒトNASHの肝臓においても同様に認められている 33)。
一方、NASHモデルマウスの肝臓において、Baatの発現は低下していたが、Sult2a1
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の発現は増加していた (Fig. 22G, H)。硫酸抱合は胆汁酸の水溶性を高めること
で、それらの消化管吸収を低下させるとともに、胆汁酸の尿中排泄を促進する
ことが報告されている 69)。硫酸抱合型胆汁酸は、硫酸抱合を受けていない胆汁
酸と比較して細胞毒性作用が低い 69)。したがって、NASH において硫酸抱合は
胆汁酸の細胞毒性作用を軽減させる重要な機構であることが示唆された。 
NASH モデルマウスの肝臓において、Ntcp、Oatp1b2、Abcc3、Bsep 及び Abcc2
の発現がいずれも低下していた一方で、Ostβ 及び Abcc4 の発現は増加していた 
(Fig. 21)。これまでに、MCD の 8 週間の給餌により作製した NASH モデルマウ
スの肝臓においては、Ntcp 及び Oatp1b2 の発現が低下していた一方で、Abcc4
及び Ostβ の発現が増加し、Abcc2 及び Bsep の発現はコントロール群と比べて有
意な差がなかったことが報告されている 98)。細胞内取り込みを担うトランスポ
ーターの発現低下ならびに血管側への排出を担うトランスポーターの増加は、
胆汁酸の肝実質細胞内への蓄積を抑制するための機構であることを示唆してい
る。しかしながら、NASH モデルマウスの肝臓における Abcc3 の発現は有意に
低下しており (Fig. 21D)、同様に、MCD の 6 週間の給餌により作成した NASH
モデルマウスでは、Abcc3 の mRNA 及びタンパク質の発現が低下したことが報
告されている 99)。反対に、NASH 患者の肝臓では ABCC3 の mRNA 及びタンパ
ク質の発現が有意に増加していた 100, 101)。ABCC3 は有機アニオンを肝実質細胞
から血管側へと輸送し、特にグルクロン酸抱合体と、少ない程度ではあるもの
の硫酸抱合体を優先的に輸送する 102)。本研究で作製した NASH モデルマウス
では、末梢血中の硫酸抱合型胆汁酸の濃度はコントロール群と比べて有意に増
加したが、グルクロン酸抱合型胆汁酸は定量下限以下であった (Table 7)。した
がって、CDAHFD 給餌により作製した NASH モデルマウスでは、ABCC3 を介
したグルクロン酸抱合型胆汁酸の輸送は促進されていないことが示唆された。
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一方、胆管への排出を担うトランスポーターについては、これまでに NASH 患
者においてNAFLDの進行に伴いBSEPのタンパク質発現が有意に低下しており 
86)、ABCC2 のタンパク質発現は NAFLD の進行に伴い増加したものの、その
mRNA 発現は不変であったことが報告されている 101)。Bsep 及び Abcc2 を共発
現した細胞株を用いる in vitro 実験の結果から、Bsep は一価の胆汁酸 (グリシン
抱合型及びタウリン抱合型胆汁酸) を輸送するのに対し、Abcc2 は二価の胆汁酸 
(硫酸抱合あるいはグルクロン酸抱合を受けたグリシン抱合型及びタウリン抱合
型胆汁酸) を輸送する 103, 104)。したがって、CDAHFD 給餌により作製した NASH
モデルマウスにおける Bsep 及び Abcc2 の発現低下は、NASH の病態進行に促進
的に働いていることが示唆された。 
これまで、NASH の病態進行におけるトランスポーターの経時的変動と胆汁
酸個々の動態についての詳細は明らかにされていなかった。そこで、本研究で
は NASH モデルマウスの胆汁中及び末梢血中の胆汁酸を定量したところ、胆汁
中の胆汁酸 (αMCA、ωMCA、HCA、HDCA、CDCA、DCA、UDCA、GHDCA、
GDCA、TCA、TαMCA、TωMCA、THCA、THDCA、TCDCA、TDCA、TUDCA、
TLCA、GCA 3-sulfate、TCA 3-sulfate、TDCA 3-sulfate 及び UDCA 3-glucuronide) の
濃度が給餌 9 週目でコントロール群と比べて有意に減少していた一方で、末梢
血中の親水性の遊離型胆汁酸 (CA、αMCA、βMCA、ωMCA、HCA、CDCA 及び
UDCA) 及び抱合型胆汁酸 (TCA、TαMCA、TβMCA、TωMCA、THCA、TCDCA、
TUDCA、TCA 3-sulfates 及び TDCA 3-sulfates) の濃度は給餌 6 週目で有意に増加
していた (Tables 6 and 7)。一方で、NASH モデルマウスの肝臓中の総胆汁酸量は、
給餌 3 週目で有意に増加していたものの、給餌 6 週目以降は減少し、コントロ
ール群と比べて有意な差を認めなかった (Fig. 20A)。肝実質細胞の胆汁酸排出ト
ランスポーターとして、胆管側に発現する BSEP 及び ABCC2、血管側に発現す
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る OSTα/β、ABCC3、ABCC4 及び OATP3A1 105)が報告されている。正常肝では、
OSTα/β、ABCC3、ABCC4 及び OATP3A1 の発現は低く、胆汁酸の大部分が BSEP
や ABCC2 を介して効率的に胆管に排出される。そのため、通常、血管側への胆
汁酸排出はわずかであり、末梢血中の胆汁酸は微量に維持されている。しかし
ながら、NASH では、抱合型胆汁酸に対して高親和性を示す BSEP の発現が低下
することにより胆管への胆汁酸排出が抑制される一方で、低親和性を示す OST
の発現が増加することにより血管側への胆汁酸排出が促進することが考えられ
た。特に、NASH の病態進行における胆汁酸動態の経時的な解析により、Ostβ
の発現が肝線維化進展の早期 (給餌3週目) に増加することを見出したことは新
しい知見であり、NASH モデルマウスでは Ostβ の発現増加により胆汁酸排出が
促進され、CDAHFD 給餌 3–6 週目にかけて肝臓の総胆汁酸量が減少した可能性
が考えられた。以上より、NASH では肝実質細胞から胆汁中よりもむしろ末梢
血中への胆汁酸排出が促進していることが示唆された (Fig. 24)。 
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Fig. 24 Altered bile acid composition and disposition in a mouse model of NASH.  
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胆汁酸トランスポーター及び胆汁酸代謝酵素の発現は核内受容体 FXR が制御
していることが報告されている 106)。FXR は胆汁酸をリガンドとし、レチノイド 
X 受容体とのヘテロ二量体を形成して転写因子として作用する。肝実質細胞内
に蓄積した胆汁酸が FXR と結合することにより、取り込みトランスポーターで
ある NTCP やマウス Oatp1b2 のヒトオーソログである OATP1B1 及び OATP1B3
の発現が低下し、胆汁酸の肝取り込みが抑制するとともに、排出トランスポー
ターである OSTα/β や BSEP の発現が増加して胆汁酸の細胞外排出を促進する。
さらに、CYP7A1 の発現が低下して、胆汁酸の生合成が低下する。本研究で用い
た NASH モデルマウスの肝臓 Fxr の mRNA 発現を調べたところ、給餌 3 週目よ
りコントロール群と比べて有意な低下が認められた (Fig. 22I)。以上より、NASH
では、胆汁酸トランスポーター及び胆汁酸代謝酵素の発現変動に FXR の発現変
動が関与し、肝実質細胞を保護するような機構が働いていることが示唆された。
一方で、NASH モデルマウスの肝臓における Bsep 及び Abcc2 の発現低下は、Fxr
以外の核内受容体が関与している可能性が考えられ、今後そのメカニズムを詳
細に調べる必要がある。 
本研究で用いた NASH モデルマウスでは、CDAHFD 給餌 6 週目で肝線維化の
スコアがほぼ最大に達し (Fig. 17B)、血漿中 ALT 及び AST は給餌 6 週目をピー
クに徐々に減少した (Fig. 16C, D)。一方、末梢血中の総胆汁酸濃度も給餌 6 週目
をピークに徐々に減少した (Fig. 20C)。序論で述べたように、胆汁酸は脂質の消
化吸収促進作用だけでなく、シグナル伝達分子としても作用を発揮することが
知られ、肝臓や回腸だけでなく全身に広く発現する FXR や TGR5 などの受容体
に結合し、脂質代謝や糖代謝、エネルギー代謝制御に関与する。TGR5 が活性化
されると脂肪肝が改善し、肝線維化が抑制され、血漿中 ALT 及び AST が低下す
る 25)。したがって、CDAHFD 給餌により作製した NASH モデルマウスでは、
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全身循環血中で増加した胆汁酸が TGR5 を活性化して、NASH の病態進行を抑
制するように機能していることが示唆された。 
 
肝線維化に及ぼす胆汁酸の影響 
肝線維化は、ウイルス性肝炎、アルコール性肝障害、自己免疫や NASH など、
種々の要因に対する生体防御の結果として生じる病態である。肝硬変、さらに
は高頻度に合併する肝細胞癌の発生を抑止するうえで、肝線維化に対する治療
法の開発は重要な研究課題である。 
肝内で線維を合成する主な細胞は肝星細胞と考えられている。肝星細胞は、
肝実質細胞と血管内皮細胞との間にあるディッセ腔に存在し、類洞内血流の調
節やビタミン A の貯蔵を担っている 107)。炎症や酸化ストレス、胆汁うっ滞な
どが進行すると、転写因子 nuclear factor-ĸB が酸化的に活性化され、TGF-β1 シ
グナル伝達が活性化することで、肝星細胞が活性化する。静止型から活性化型
となった肝星細胞は筋線維芽細胞へと分化し、α-SMA の発現を増加させ、コラ
ーゲン等の細胞外マトリックスを過剰に産生する 108)。本研究で用いた TWNT-1
細胞は、ヒト肝臓の上皮性血管内皮腫から確立したLI90という肝星細胞株に 109)、
human telomerase reverse transcriptase を導入し不死化した細胞である 110)。LI90
と同様に、TWNT-1 細胞は肝星細胞に特徴的なマーカーとされる α-SMA や
Collagen1α1 を発現している。これまでにヒト肝星細胞株 LX-2 細胞を用いた検
討では、二次胆汁酸である DCA と LCA が 500 μM の濃度で 48 時間培養した条
件で α-SMA の発現を増加させることが報告されている 111)。また、同細胞株を
用いた別の報告 112)では、TCA が 50–100 μM の濃度で 48 時間培養した条件で
α-SMA や Collagen1α1 の発現を濃度依存的に増加させることが示されている。本
研究では、CDCA、DCA、GCA、GCDCA 及び GDCA が、100 μM の濃度で 24
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時間培養した条件で TWNT-1細胞の α-SMA発現を有意に増加させることを見出
した (Fig. 23)。これらの胆汁酸の中でも、肝線維化のスコアがほぼ最大に達し
た CDAHFD 給餌 6 週目で末梢血中の濃度が増加した CDCA、GCA 及び GCDCA
が肝星細胞の活性化を介して、NASH の病態進行に関与していることが示唆さ
れた (Fig. 24)。今後、各種胆汁酸が肝線維化にどの程度寄与するかを詳細に解
析する必要がある。 
 
胆汁酸動態の調節が NASH の新たな治療戦略となり得る可能性 
本研究により、肝実質細胞から血管側へ排出された一部の胆汁酸が、肝非実
質細胞である肝星細胞の活性化に関与していることが明らかとなった。この成
果は、肝実質細胞が胆汁酸による障害から自身を保護するために機能するにも
かかわらず、一方で肝星細胞が胆汁酸の影響を受けることで、肝臓全体で見れ
ば結果的に線維化を伴う NASH の病態進行が促進される可能性があることを示
唆している。したがって、肝実質細胞から排出された胆汁酸による肝星細胞へ
の影響を回避するような胆汁酸動態の調節を行うことで、NASH の新たな治療
可能性を見出すことができると考えられる。こうした胆汁酸動態の調節を達成
するために、以下に示すような[1] 胆汁酸の胆管への排出を促進する、[2] 胆汁
酸の組成を変化させる戦略が考えられる。 
[1]. 胆汁酸の胆管への排出を促進する 
NASHモデルマウスでは血管側の胆汁酸排出トランスポーターであるOstβ
や Abcc4 の発現が増加していた一方で、胆管側の胆汁酸排出トランスポータ
ーである Bsep や Abcc2 の発現が低下していた (Fig. 21B, C, H, I)。したがっ
て、NASH において BSEP や ABCC2 の発現低下を回復し、胆管への胆汁酸
排出を促進することができれば、肝障害の予防だけでなく、胆汁酸による肝
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星細胞への影響の回避に貢献するものと考えられる。これまでにトランスポ
ーターを標的とした胆汁うっ滞症の治療戦略の例として、進行性家族性肝内
胆汁うっ滞症2型におけるBSEPの肝毛細胆管側膜発現量の増加が挙げられ、
尿素サイクル異常症の治療薬である 4-phenylbutyrate を用いた薬物治療の可
能性が示されている 113)。4-Phenylbutyrate は細胞膜に発現する BSEP のユビ
キチン化を抑制するとともに、BSEP の細胞膜からの内在化を阻害すること
で、BSEP の肝毛細胆管側膜発現量の増加作用を示す。今後、胆管側の胆汁
酸排出トランスポーターを標的とした胆汁酸動態を調節する戦略により、
NASH の病態進行を抑制できる可能性が考えられる。 
[2]. 胆汁酸の組成を変化させる 
本研究により、胆汁酸の中でも肝星細胞の活性化に関与するものや一方で
関与しないものがあることが判った (Fig. 23)。したがって、生体内の胆汁酸
の組成を変化させ、肝星細胞の活性化に関与する胆汁酸量を低下させること
で、肝線維化を抑制できる可能性が考えられる。胆汁酸の組成を変化させる
方法として、腸内細菌叢を変化させることや、胆汁酸の再吸収を抑制するこ
とが考えられる。 
二次胆汁酸である DCA、UDCA 及び LCA は腸内細菌叢により一次胆汁酸
から代謝される。本章で作製した NASH モデルマウスにおいても、胆汁酸組
成及び濃度が変動した要因として、肝臓において胆汁酸動態を支配するトラ
ンスポーター及び代謝酵素の発現変動の他に、腸内細菌叢が変化したことに
よる可能性が挙げられる。DCA は肝星細胞からの細胞老化因子の産出を誘導
することにより、肝細胞癌を誘発することが報告されている 114)。一方、高
脂肪食誘導 NASH-肝細胞癌マウスモデルを用いた検討 115)では、抗生物質の
投与により NASH 及び肝細胞癌の病態が改善しており、その要因の一つには
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腸内細菌叢が変化して一次、二次胆汁酸の組成に変化が生じたことが考えら
れている。本研究では、二次胆汁酸の DCA だけでなく一次胆汁酸の CDCA
が、高濃度条件ではあるものの、肝星細胞の活性化に関与することを見出し
た (Fig. 23)。したがって、CA から DCA に代謝する腸内細菌 Clostridium を
減少させ、CDCA を UDCA に代謝する腸内細菌を増加させることで、これら
の胆汁酸量を低下させることができると考えられる。 
一方、胆汁酸の再吸収を抑制する方法として、高コレステロール血症の治
療薬として用いられる陰イオン交換樹脂のコレスチラミンやコレスチミド
の投与がある。陰イオン交換樹脂は、腸内で胆汁酸を吸着し糞便への排泄を
促進することで、外因性コレステロール吸収を抑制するだけでなく、肝臓内
コレステロールから一次胆汁酸である CA への代謝を促進する。また、慢性
便秘症治療薬として用いられるエロビキシバットはASBTを直接阻害するこ
とで、胆汁酸の再吸収を抑制する。本章で作製した NASH モデルマウスにお
いて、肝線維化の進展に伴い肝臓内コレステロール量の増加が認められた 
(Fig. 16B)。したがって、これらの薬剤を用いることにより炎症や肝線維化の
要因である遊離コレステロールの肝臓内蓄積を抑制し、NASH の病態進行を
抑制できる可能性が考えられる。 
以上に挙げた戦略の他に、FXR を標的とした NASH の治療戦略が挙げられる。
これまでにCDCAのFXRアゴニスト活性を高めたオベチコール酸 (INT-747) を
用いた原発性胆汁性胆管炎 116)や NASH 117)に対する臨床試験が行われている。
特に NASH に対する臨床試験においては、オベチコール酸投与群で NAS と
fibrosis stage が有意に低下していた。したがって、早期の肝線維化を伴う NASH
に対して、FXR の活性化が有効な治療戦略であると考えられる。 
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本研究における限界 
本研究ではCDAHFD給餌により作製したNASHモデルマウスを用いて胆汁酸
動態を調べたが、本モデルはヒトの NASH の病態を必ずしも反映していない。
そのため、本研究で得られた知見を活用するには次の 3 点を考慮する必要があ
る。 
1) ヒトとマウスの種差 
代謝性疾患の研究において、マウスは最も頻用されるモデル動物である。
しかしながら、マウスの胆汁酸組成はヒトと異なることが知られている。例
えば、腸肝循環内に存在する総胆汁酸量に占めるグリシン抱合型胆汁酸とタ
ウリン抱合型胆汁酸の比は、ヒトでは 2 対 1 であるのに対し、マウスでは 1
対 100 と大きく異なる。そのうえ、マウスの肝は、ヒトでは最終産物である
CDCA の 6β 位を水酸化して CDCA を細胞障害性のない親水性の MCA に変
換する酵素 Cyp2c70 118)を有し、また、DCA の 7α 位を脱水酸化して CA に変
換する酵素も有する。げっ歯類に特有の TβMCA は FXR のアンタゴニストと
して作用し、NAFLD の進展抑制に関与することから 119)、胆汁酸組成の種差
が NASH の病態進行に影響することが考えられる。今後、ヒト化マウスを用
いることが種差を補正する一つの解決策として挙げられる。 
2) NASH モデルの選択 
本研究で用いたモデルは、表現型がるい痩となる栄養障害モデルであり、
インスリン抵抗性を伴わない。今後、複数の NASH モデルを用いて胆汁酸動
態の変動が再現されるかを調べる必要がある。 
3) CDAHFD の給餌期間 
CDAHFDを 36週間給餌させると肝線維化を伴う NASHを経て肝細胞癌に
至り、さらに 60 週間まで給餌させると肝臓以外の臓器でも発がんが認めら
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れることが報告されている 120)。本研究では炎症と肝線維化の進展に着目し
たため 15 週間までの給餌期間を設定したが、NASH の病態進行と胆汁酸動
態との関連をより詳細に調べるためには、長期的な給餌期間を設定して検討
を行う必要がある。
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第 8 節 小括 
 
本章では NASH モデルマウスを用いて、NASH の病態進行と胆汁酸動態との
関連を経時的に調べた。その結果、NASH の病態進行に伴い、末梢血中におけ
る親水性の遊離型胆汁酸や抱合型胆汁酸の濃度が増加し、一方で、これらの胆
汁中濃度が低下していた。次に、肝臓または回腸において胆汁酸動態を支配す
るトランスポーター及び代謝酵素の発現変動を調べたところ、NASH モデルマ
ウスにおいて Ntcp、Oatp1b2、Bsep、Abcc2 及び Cyp7a1 の発現がいずれも低下
し、一方で肝臓 Ostβ 及び Abcc4 の発現が増加していることが判った。さらに、
TWNT-1 細胞を用いた検討により、遊離型胆汁酸及びグリシン抱合型胆汁酸が、
肝星細胞の活性化の指標となる α-SMAの発現を増加させることを明らかにした。 
以上より、NASHの病態進行に伴い胆汁酸動態が変動することを明らかにし、
肝臓に発現するトランスポーター及び代謝酵素が NASH の病態進行における胆
汁酸動態の変動因子として機能していることが示唆された。さらに、肝実質細
胞から血管側へ排出された一部の胆汁酸が、肝星細胞の活性化を介して肝線維
化の進展に関与することが示唆された。本知見は、ヒトとマウスの種差など考
慮すべき点はあるものの、NASH の病態進行における胆汁酸動態の変動因子と
してトランスポーターの重要性を提示するだけでなく、NASH の病態を改善す
る新たな戦略として胆汁酸動態の調節が標的となる可能性を提示するものであ
る。今後、胆汁酸動態の調節を標的とした NASH の治療戦略を創出するには、
胆汁酸動態の変動による NASH 病態進行への寄与をより詳細に明らかにする必
要があると考えられる。 
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結論 
 
本論文では、NASH の病態進行における胆汁酸動態に関する研究を行い、以
下の結論を得た。 
第 1 章では、胆汁酸動態を支配する分子の一つと考えられるトランスポータ
ーに着目し、これまでに詳細な検討が行われていなかった OATP1B1、OATP1B3
及び OSTα/β を介した 15 種の胆汁酸の輸送特性を調べた。本研究によって、
OATP1B1 及び OATP1B3 の新たな輸送基質として、GCDCA、GDCA、GLCA、
TCDCA、TDCA 及び TLCA を見出した。また、グリシン抱合型胆汁酸及びタウ
リン抱合型胆汁酸は OATP1B1 及び OATP1B3 の良好な基質であり、遊離型胆汁
酸に比べ高親和性を示すことを明らかにした。一方、OSTα/β の新たな輸送基質
として GCDCA、GDCA、GUDCA、GLCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA
を見出した。また、OSTα/β は、胆汁酸を細胞外に排出するトランスポーターの
中でも、胆汁酸に低親和性を示す傾向にあったが、なかでも脂溶性の高い胆汁
酸には比較的高親和性を示すことを明らかにした。 
第 2 章では、NASH の病態進行と胆汁酸動態との関連を明らかにするために、
NASH モデルマウスを用いた検討を行った。CDAHFD の給餌により、早期の
NASH 誘発と肝線維化の経時的な進展が認められ、炎症及び線維化関連遺伝子
の発現増加を確認できた。作製した NASH モデルマウスでは、給餌 3 週目より
末梢血中における親水性の遊離型胆汁酸やグリシン抱合型及びタウリン抱合型
胆汁酸の濃度が増加した一方で、それらの胆汁中濃度は低下した。続いて、胆
汁酸の質的及び量的変動が認められた要因を明らかにするために、肝臓及び回
腸に発現するトランスポーターの mRNA を調べたところ、NASH モデルにおい
て Ntcp、Oatp1b2、Abcc2、Bsep 及び Asbt は発現が低下し、肝臓 Ostβ は発現が
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早期に増加した。さらに、肝臓に発現する胆汁酸代謝酵素の mRNA を調べたと
ころ、NASH モデルマウスにおいて胆汁酸の生合成の律速酵素である Cyp7a1 を
はじめ、各種生合成酵素の発現が有意に低下していた。また、遊離型胆汁酸を
抱合する酵素のうち、アミノ酸抱合酵素 Baat の発現は有意に低下していた一方
で、硫酸抱合酵素 Sult2a1 の発現は有意に増加していた。以上の検討から、NASH
モデルマウスにおいて、肝実質細胞内胆汁酸の血管側への排出を促進するよう
な胆汁酸動態の変動が認められることを明らかにした。そこで次に、血管側へ
排出された胆汁酸が肝線維化に及ぼす影響を調べるため、肝線維化に中心的な
役割を担う肝星細胞の活性化に着目して検討を行った。その結果、CDCA、DCA、
GCA、GCDCA 及び GDCA の添加により、肝星細胞の活性化の指標となる α-SMA
の mRNA 発現が有意に増加することを明らかにした。 
以上の研究結果から、肝線維化の進展に伴い、肝臓において胆汁酸動態を支
配するトランスポーターと代謝酵素の経時的な発現変動が生じ、親水性の遊離
型胆汁酸や抱合型胆汁酸の血管側への細胞外排出が促進されることが考えられ
た。さらに、血管側へ排出された胆汁酸が、肝星細胞の活性化を介して肝線維
化の進展に関与していることが示唆された。今後、胆汁酸動態の変動による
NASH の病態進行への寄与をより詳細に明らかにすることで、NASH の治療戦
略の創出が期待される。
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実験の部 
 
試薬 
 CA、CDCA 及び TLCA は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) から購入した。DCA
及び LCA は Wako (Osaka, Japan) から購入した。TCA、UDCA、GUDCA 及び
TUDCA はナカライテスク株式会社 (Kyoto, Japan) から購入した。その他の胆汁
酸標品 (HCA、HDCA、αMCA、βMCA、ωMCA、GCA、GCDCA、GDCA、GLCA、
GHCA、GHDCA、GαMCA、GβMCA、THCA、THDCA、TαMCA、TβMCA、TωMCA、
TCDCA、TDCA、CDCA 3-sulfate、DCA 3-sulfate、LCA 3-sulfate、GCA 3-sulfate、
GCDCA 3-sulfate、GDCA 3-sulfate、GUDCA 3-sulfate、GLCA 3-sulfate、TCA 3-sulfate、
TCDCA 3-sulfate、TDCA 3-sulfate、TUDCA 3-sulfate、TLCA 3-sulfate、CA 
3-glucuronide、CDCA 3-glucuronide、DCA 3-glucuronide、UDCA 3-glucuronide、LCA 
3-glucuronide、 3,7,12-[18O]CA 、 3,7-[18O]GCA 、 3,7-[18O, 2H]GCDCA 、 3-[18O, 
2H]GLCA、3,12-[18O, 2H]TDCA、3-[18O, 2H]TLCA 及び 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate) 
は当研究室で有機化学合成したものを用いた。ギ酸 (高速液体クロマトグラフィ
ー用)、メタノール (試薬 1 級)、酢酸アンモニウム (試薬特級) 及びアンモニア
水 (試薬特級) は Wako から購入した。メタノールは蒸留してから用い、水はオ
ルガノ株式会社 (Tokyo, Japan) の PURELAB Ultra Genetic にて精製した超純水
を用いた。アセトニトリル (高速液体クロマトグラフィー用) は関東化学株式会
社 (Tokyo, Japan) から購入した。ヒト肝臓は Sekisui XenoTech, LLC (Kansas City, 
KS) から購入した。ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) に用いたプライマーはユーロ
フィンジェノミクス株式会社 (Tokyo, Japan) に合成を依頼した。 
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装置 
イオン化部として、エレクトロスプレーイオン化 (ESI) プローブを装着した
三連四重極型質量分析計 API 5000 (AB SCIEX, Framingham, MA) に高速液体ク
ロマトグラフとして Nexera シリーズ (Shimadzu, Kyoto, Japan) を接続した装置
を使用した。波形解析及び内部標準法による定量計算は  Analyst 1.4.1 (AB 
SCIEX) により行った。また、ESI プローブを装着した三連四重極型質量分析計 
Agilent 6460 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) に高速液体クロマトグラフと
して Agilent 1290 シリーズ (Agilent Technologies) を接続し、第 1 章で使用した。
波形解析及び内部標準法による定量計算は MassHunter Workstation software 
(Agilent Technologies) により行った。第 2 章では、ESI プローブを装着した三
連四重極リニアイオントラップ質量分析計 QTRAP 6500 (AB SCIEX) に、高速
液体クロマトグラフとして Nexera シリーズ (Shimadzu) を接続し、使用した。
波形解析及び内部標準法による定量計算は Analyst 1.6.2 (AB SCIEX) により行
った。 
 
 
第 1 章 付属実験 
 
細胞培養 
OATP1B1 及び OATP1B3 安定発現させたヒト胎児腎由来株化細胞 HEK293 細
胞 (OATP1B1/HEK293 細胞および OATP1B3/HEK293 細胞) はすでに樹立された
ものを使用した 58,59)。コントロールとして、pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, Carlsbad, 
CA) を導入した HEK293 細胞 (mock 細胞) を使用した。OATP1B1/HEK293、
OATP1B3/HEK293 細胞および mock 細胞は、非働化した 10% fetal bovine serum 
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(FBS) および 0.5 mg/mL G418を含むDulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 
(ナカライテスク) を用いて継代培養した。細胞の培養は 37ºC、5% CO2-95% air
インキュベーター内で行った。 
OSTα 及び OSTβ を安定発現させたイヌ腎臓尿細管上皮細胞由来株化細胞
MDCKII 細胞 (OSTαβ/MDCKII 細胞) は当研究室ですでに樹立されたものを使
用した。コントロールとして、pIRES2-EGFP (Clontech Laboratories, Mountain View, 
CA) を導入した MDCKII 細胞 (mock 細胞) を使用した。OSTαβ/MDCKII 細胞お
よび mock 細胞は、非働化した 10% FBS および 0.5 mg/mL G418 を含む DMEM
を用いて継代培養した。細胞の培養は 37ºC、5% CO2-95% air インキュベーター
内で行った。 
 
標準溶液の調製 
 ロスバスタチンを精秤後、ジメチルスルホキシド  (DMSO) で溶解して 1 
mmol/L の標準原液を調製した。標準原液を一定量採り、水で希釈して 10、20、
50、100、200 及び 500 nmol/L の標準溶液を調製した。 
各胆汁酸の標準化合物を精秤後、DMSO で溶解して標準原液を調製した。標
準原液の濃度は、次の通りとした。CA (80 mmol/L)、CDCA (40 mmol/L)、DCA (40 
mmol/L)、UDCA (40 mmol/L)、LCA (40 mmol/L)、GCA (200 mmol/L)、GCDCA (200 
mmol/L)、GDCA (200 mmol/L)、GUDCA (200 mmol/L)、GLCA (40 mmol/L)、TCA 
(2,000 mmol/L)、TCDCA (200 mmol/L)、TDCA (400 mmol/L)、TUDCA (400 mmol/L)、
TLCA (40 mmol/L)。標準原液を一定量採り、さらに DMSO で希釈して 0.5、1、2、
5、10、20、50、100、200、500、1,000 及び 2,000 nmol/L の標準溶液を調製した。 
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IS 溶液の調製 
 プラバスタチンを精秤後、水で溶解して 1 mmol/L の標準原液を調製した。こ
れをさらにメタノール／水 (1:1, v/v) で希釈して 0.5 μmol/L のロスバスタチン
定量用の内部標準物質 (IS) 溶液とした。 
安定同位元素標識した各化合物を精秤後、エタノール／水 (1:1, v/v) で溶解し
て 100 µg/mL の標準原液を調製した。これをさらにメタノール／水 (1:1, v/v) で
希釈して 1 nmol/L の胆汁酸定量用の IS 溶液とした。 
 
検量線試料の調製 
 各濃度のロスバスタチンの標準溶液を一定量採り、IS溶液 200 μLを添加して、
0.5、1、2.5、5、10 及び 25 nmol/L の検量線試料を調製した。各試料を遠心エバ
ポレーターにて溶媒留去し、残渣をメタノール／水 (1:1, v/v) 20 µL で再溶解し
たものを 2 µL 注入して、検量線を作製した。 
 各濃度の胆汁酸の標準溶液を一定量採り、IS 溶液 200 μL を添加して、0.05、
0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、10、25、50 及び 100 nmol/L の検量線試料を調製し
た。各試料を遠心エバポレーターにて溶媒留去し、残渣をメタノール／水 (1:1, 
v/v) 50 µL で再溶解したものを 10 µL 注入して、検量線を作製した。 
 
取り込み実験及び定量用サンプルの調製 
Poly-L-lysine コーティングした 24-well plates に OATP1B1/HEK293 細胞、
OATP1B3/HEK293 細胞および mock 細胞を 2.0×105 cells/well で播種し、72 時間
生育させた。OSTαβ/MDCKII 細胞および mock 細胞については 24-well plates に
1.0×105 cells/well で播種し、96 時間生育させた。取り込み実験 24 時間前には 10% 
FBS を含む DMEM で培地交換を行った。細胞を 37ºC に温めた Krebs-Henseleit 
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(KH) buffer (118 mM NaCl、5.0 mM D-Glucose、4.83 mM KCl、0.96 mM KH2PO4、
23.8 mM NaHCO3、1.20 mM MgSO4、1.53 mM CaCl2、12.5 mM HEPES、pH 7.4) で
1 回洗浄後、37ºC に温めた KH buffer を 0.2 mL 加え 10 min プレインキュベート
した。KH buffer を除去した後、薬液 0.2 mL を加え、37ºC で規定時間インキュ
ベートした。薬液を除き、氷冷した KH buffer 1 mL で 3 回洗浄し、乾燥後、IS
を含むメタノール／水 (1:1, v/v) 200 µL を加えて細胞を掻き取り回収した。アセ
トニトリル 200 µL を加えて 10 秒間激しく撹拌し、遠心分離 (15,000 × g、5 min、
4ºC) 後、得られた上清を遠心エバポレーターにて溶媒留去し、メタノール／水 
(1:1, v/v) で再溶解したものをサンプルとした。また、氷冷した KH buffer で 2
回洗浄し、乾燥後、0.5 mmol/L NaOH を加えて溶解させたものをタンパク定量用
サンプルとした。タンパク質濃度は bovine serum albumin (BSA) を標準試料とし
た Bradford 法を用いて定量した。Bradford 法には Bio-Rad Protein Assay Dye 
Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) を用い、マイクロプレー
トリーダーInfinite® M200 PRO (TECAN, Kanagawa, Japan) にて 595 nm の吸光度
を測定した。 
 
細胞内に取り込まれたロスバスタチンの定量 (LC/MS/MS) 
HPLC およびタンデム質量分析は、以下の条件及び Table 8 に示した条件で実
施した。クロマトグラム上のピーク面積をデータ解析ソフトにより算出し、ロ
スバスタチンと IS のプラバスタチンの面積比を用いる内部標準法により定量し
た。 
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<HPLC condition> 
System: Nexera (Shimadzu) 
Analytical column: Inertsil ODS-3 (2.1 mm I.D. × 150 mm, 5 μm, GL sciences, Tokyo, 
Japan) 
Guard column: Inertsil ODS-3 (1.5 mm I.D. × 10 mm, 5 μm, GL sciences) 
Column oven temperature: 40ºC 
Mobile phase: acetonitrile/5 mmol/L ammonium acetate/formate (45:55:0.1, v/v/v) 
Flow rate: 0.3 mL/min 
Injection volume: 2 µL 
 
<MS/MS condition> 
System: API5000 (AB SCIEX) 
Ionization mode: ESI-positive 
Curtain gas: 15 psi 
Collision gas: 9 psi 
Ionspray voltage: 3500 V 
Ion source temperature: 500ºC 
Ion source gas 1: 40 psi 
Ion source gas 2: 70 psi 
 
Analytes SRM transition DP (V) CE (eV) CXP (V) EP (V) 
Rosuvastatin m/z 482 → 258 211 47 16 4 
Pravastatin (IS) m/z 447 → 327 136 29 26 2 
Table 8 Analysis of selected reaction monitoring (SRM) parameters for 
rosuvastatin and pravastatin 
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細胞内に取り込まれた胆汁酸の定量 (LC/MS/MS) 
HPLC およびタンデム質量分析は、以下の条件及び Table 9 に示した条件で実
施した。クロマトグラム上のピーク面積をデータ解析ソフトにより算出し、各
化合物と各 IS の面積比を用いる内部標準法により定量した。 
 
<HPLC condition> 
System: Agilent 1290 (Agilent Technologies) 
Analytical column: Inertsil ODS-3 (2.1 mm I.D. × 150 mm, 5 μm, GL sciences) 
Guard column: Inertsil ODS-3 (1.5 mm I.D. × 10 mm, 5 μm, GL sciences) 
Column oven temperature: 40ºC 
Mobile phase: methanol/20 mmol/L ammonium acetate (pH 6.8) (75:25, v/v) 
Flow rate: 0.3 mL/min 
Injection volume: 10 µL 
 
<MS/MS condition> 
System: Agilent 6460 (Agilent Technologies) 
Ionization mode: ESI-negative 
Gas temperature: 350ºC 
Gas flow: 12 L/min 
Nebulizer gas: 60 psi 
Sheath gas temperature: 400ºC 
Sheath gas flow: 12 L/min 
Capillary voltage: －5000 V 
Nozzle voltage: 500 V 
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Analytes SRM transition 
Fragmentor 
voltage (V)  
CE (eV) IS 
CA m/z 407 → 407 230 0 3, 7, 12-[18O]CA 
CDCA m/z 391 → 391 210 0 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
DCA m/z 391 → 391 200 0 3-[18O, 2H]GLCA 
UDCA m/z 391 → 391 230 0 3, 7, 12-[18O]CA 
LCA m/z 375 → 375 190 0 3-[18O, 2H]GLCA 
GCA m/z 464 → 74 210 45 3, 7-[18O]GCA 
GCDCA m/z 448 → 74 200 40 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
GDCA m/z 448 → 74 200 40 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
GUDCA m/z 448 → 74 200 40 3, 7-[18O]GCA 
GLCA m/z 432 → 74 190 40 3-[18O, 2H]GLCA 
TCA m/z 514 → 80 300 95 3, 7-[18O]GCA 
TCDCA m/z 498 → 80 290 90 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TDCA m/z 498 → 80 290 75 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TUDCA m/z 498 → 80 290 75 3, 7-[18O]GCA 
TLCA m/z 482 → 80 280 75 3-[18O, 2H]TLCA 
3, 7, 12-[18O]CA m/z 413 → 413 230 0 － 
3, 7-[18O]GCA m/z 470 → 74 210 45 － 
3, 7-[18O, 2H]GCDCA m/z 454 → 74 200 40 － 
3-[18O, 2H]GLCA m/z 435 → 74 190 40 － 
3, 12-[18O, 2H]TDCA m/z 504 → 80 290 75 － 
3-[18O, 2H]TLCA m/z 485 → 80 280 75 － 
 
阻害実験 
阻害物質非存在下におけるトランスポーターを介した典型的基質の取り込み
を 100%とし、uptake (% of control) を算出した。 
 
 
Table 9 Analysis of SRM parameters and internal standards for bile acids 
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トランスポーターによる胆汁酸輸送の速度論的パラメーターの算出 
トランスポーターを介した取り込み量は、トランスポーター発現細胞株への
取り込み量から mock 細胞へのトランスポーター非特異的取り込み量を差し引
くことで算出した。トランスポーターを介した胆汁酸取り込みの濃度依存性を
調べ、以下のミカエリス・メンテン式にフィッティングした。 
v = 
[S]K
[S]V
m
max

 
v は取り込み速度 (pmol/mg protein/min) であり、S は基質濃度 (µM) である。
見かけの Km及び Vmaxは Eadie-Hofstee plot によって算出した。 
 
Western blot analysis 
・ヒト肝臓からの plasma membrane fraction の調製 
 ヒト肝臓 (HHPL.NT Lot No. H1310) 約 100 mg を 1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride (PMSF) 及 び HaltTM protease and phosphatase inhibitor cocktail, 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) free (Thermo Fisher Scientific, Waktham, MA) 
を含む氷冷した phosphate-buffered saline (PBS) 1 mL 中でホモジナイズした後、
Bioruptor UCD-300 (Cosmo Bio, Tokyo, Japan) を用いて 5 min超音波処理を行った。
遠心分離 (10,800 × g、20 min、4ºC) を行い、その上清を遠心分離 (100,000 × g、
60 min、4ºC) した。上清を除去し、沈殿を PBS 3 mL で再懸濁した後、遠心分離 
(100,000 × g、60 min、4ºC) した。上清を除去し、沈殿を氷冷した TS buffer (20 mM 
Tris (hydroxymethyl)-aminomethane (Tris)-HCl、250 mM sucrose、5.4 mM EDTA、
pH 7.4) 150 μL で再懸濁した後、38% (w/v) sucrose 2.85 mL 上にのせ、密度勾配遠
心分離 (100,000 × g、30 min、4ºC) した。得られた turbid layer を回収して、TS 
buffer 3 mL に再懸濁した後、遠心分離 (100,000 × g、30 min、4ºC) した。上清を
除去し、沈殿を buffer 50 μL で再懸濁したものを plasma membrane fraction を含む
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サンプルとした。タンパク質濃度は BSA を標準試料とした bicinchoninic acid 
(BCA) 法を用いて定量した。BCA 法には Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo 
Fisher Scientific) を用い、マイクロプレートリーダー Infinite® M200 PRO 
(TECAN) にて 562 nm の吸光度を測定した。 
 
・HEK293 細胞からの crude membrane fraction の調製 
 100 mm シャーレの培地を吸引除去し、 OATP1B1/HEK293 細胞、
OATP1B3/HEK293細胞およびmock細胞を氷冷したPBS 5 mLで 2回洗浄した後、
氷冷した hypotonic buffer (0.5 mM sodium phosphate、0.1 mM EDTA、1 mM PMSF、
pH 7.4) 3 mL で細胞を遠沈管に回収して、4ºC で 90 min 振盪した。遠心分離 
(100,000 × g、40 min、4ºC) した後、上清を除去し、沈殿を氷冷した homogenize 
buffer (50 mM Tris-HCl、250 mM sucrose、pH 7.4) 2 mLでホモジナイズした。遠
心分離 (500 × g、10 min、4ºC) した後、得られた上清を遠心分離 (100,000 × g、
40 min、4ºC) した。上清を除去し、沈殿を RIPA buffer 200 µL で再懸濁したもの
を crude membrane fraction を含むサンプルとした。タンパク質濃度は先に述べた
BCA 法を用いて定量した。 
 
・SDS-PAGE および western blotting 
サンプル (1–30 µg/lane) を loading buffer (62.5 mM Tris-HCl、1% sodium dodecyl 
sulfate (SDS)、2.5% 2-mercaptoethanol、10% glycerol、0.005% bromophenol blue) 中
で5 min反応させ、変性させた。Stacking gel (4.3% polyacrylamide、125 mM Tris-HCl、
0.1% SDS and 0.1% ammonium peroxodisulfate (APS) 、
N,N,N′,N′-Tetramethylethylenediamine (TEMED)) と running gel (8% polyacrylamide、
250 mM Tris-HCl、0.1% SDS、0.1% APS、TEMED) を用いて電気泳動し、各タン
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パク質を分離した。泳動用緩衝液には running buffer (25 mM Tris、192 mM glycine、
0.1% SDS) を用いた。続いて、ポリアクリルアミドゲルから polyvinylidene 
difluoride (PVDF) メンブレン (BIO-RAD) へのタンパク質の転写を行った。転写
は transfer buffer (25 mM Tris、192 mM glycine、10% MeOH) に浸したろ紙にポリ
アクリルアミドゲルおよび PVDF メンブレンをはさみ、4ºC で 20 V の電圧を一
晩かけて行った。転写後、メンブレンを blocking buffer (0.1% Tween 20 and 1% 
BSA in tris-buffered saline (TBS)) 中で 1 時間振盪した。一次抗体は diluent buffer 
(OATP1B1 and β-actin: blocking buffer、OATP1B3: Can Get Signal® Solution 1 
(TOYOBO, Osaka, Japan)) で抗体価に応じて希釈した抗体液 (Table 10) 2 mLと
メンブレンを密封し、4ºC で 5 時間反応させた。メンブレンを wash buffer (0.1% 
Tween 20 in TBS) で 10 min、3 回洗浄し、diluent buffer (OATP1B1 and β-actin: 
blocking buffer、OATP1B3: Can Get Signal® Solution 2 (TOYOBO))で 2,000 倍希釈
した二次抗体液 (OATP1B1 and β-actin: horseradish peroxidase-conjugated affinipure 
goat anti-mouse IgG+IgM (H+L) (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, 
PA)、OATP1B3: horseradish peroxidase-conjugated mouse anti-rabbit IgG (Santa Cruz 
Biotechnology, Dallas, TX)) 2 mL とメンブレンを密封し、室温で 1 時間反応させ
た。その後メンブレンを wash buffer で 10 min、3 回洗浄し、Clarity® Western ECL 
Substrate (BIO-RAD) を用いて 5 min 反応させ、ChemiDoc® MP Imaging System 
(BIO-RAD) で露光と検出を行った。ヒト肝臓から調製した plasma membrane 
fraction 5、10 及び 15 μgの発光強度を Image J を用いて算出し、OATP1B1/HEK293
細胞及びOATP1B3/HEK293細胞におけるOATP1B1及びOATP1B3の発現量を検
量線と既報 60)の plasma membrane fraction における各発現量から換算した。 
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Antibody Diluent ratio 
mouse anti-OATP2 monoclonal antibody [ESL] (Abcam, Cambridge, UK) 1/250 
rabbit anti-SLCO1B3 polyclonal antibody - C-terminal (Abcam) 1/50 
mouse anti-β-actin monoclonal antibody (Proteintech, Tokyo, Japan) 1/4,000 
 
統計解析 
実験結果は全て平均 ± 標準誤差 (mean ± standard error (S.E.)) で示した。また、
2 群間の有意差の検定は Student’s t-test により行った。コントロール群と阻害物
質群間における有意差の検定は、統計解析ソフト JMP Pro 12 (SAS Institute, Cary, 
NC) を用いて one-way ANOVA の後、Dunnett test により行った。統計学的有意
水準は * p < 0.05、** p < 0.01 とした。 
 
 
第 2 章 付属実験 
 
細胞および動物 
ヒト肝星細胞由来不死化細胞株 TWNT-1 細胞は国立研究開発法人 医薬基盤・
健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンク (Osaka, Japan) より分譲された。TWNT-1
細胞は、非働化した 10% FBS、100 IU/mL penicillin-100 μg/mL streptomycin を含
む DMEM を用いて継代培養した。細胞の培養は 37ºC、5% CO2-95% air インキュ
ベーター内で行った。 
C57BL/6J マウス (5 週齢、雄性) は日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka, 
Japan) より購入し、1 週間の馴化期間を経たものを実験に供した。飼育は、室温
23 ± 3ºC、相対湿度 50 ± 10%の specific pathogen freeバリア飼育室 (照明時間 8–20
Table 10 Diluent ratio of antibodies using western blot analysis 
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時、換気回数 10–15 回／時) で行った。動物実験は、東北大学動物実験専門員会
に承認された動物実験計画書 (受付番号 2017MdA-249) に準拠し、「国立大学法
人東北大学における動物実験等に関する規程」を遵守して実施した。 
 
NASH モデルマウスの作製 
 NASH モデルマウスの作製は、Matsumoto らの方法 91)に基づいて行った。す
なわち、NASH の病態を再現するため、コリン欠乏メチオニン減量 (0.1%メチオ
ニン添加) 高脂肪飼料 (A06071302, Research Diets, New Brunswick, NJ) を 3、6、
9、12及び15週間自由摂食させた。コントロールとして通常食 (standard diet, Labo 
MR stock, Nosan, Kanagawa, Japan) を用いた。水は新鮮水道水を自由摂食させた。 
 
体重測定および摂餌量測定 
 各個体の体重は 1 週間ごとに測定した。24 時間の摂餌量 (エネルギー量に換
算) は犠死直前に 7 日間計測した。 
 
サンプルの採取 
 飼育開始 3、6、9、12 及び 15 週で犠死を行った。12–16 時間絶食後のマウス
にイソフルラン吸入麻酔液「ファイザー」を吸入麻酔し、麻酔下でマウスを固
定した後、開腹して各サンプルを採取した。胆汁は胆嚢より採取した。採血は
腹大静脈および門脈より行い、採取した血液は直ちに微量の EDTA-2Na と混和
し、遠心分離 (3,000 × g、20 min、4ºC) 後、上清を血漿サンプルとして用いた。
全肝臓組織および回腸は摘出した後、生理食塩水で洗浄した。肝臓は重量を測
定した後に細切したものを、回腸は粘膜部をセラムチューブに収集し、液体窒
素で急速冷凍した。各サンプルは測定まで－80ºC で長期保存した。 
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肝臓組織切片の顕微鏡観察 
肝臓組織の一部を 10%中性緩衝ホルマリン液 (pH7.4) に漬けて固定し、パラ
フィン包埋後に薄切りすることで組織切片を作製した。組織切片を H.E.染色ま
たは E.M.染色し、顕微鏡観察を行った。NASH の重症度は、Kleiner らによって
提唱された組織学的診断基準である NAS に準拠して、以下の通りに分類した 92)。
すなわち、NAS は (1) steatosis (脂肪化の程度：脂肪滴を含む肝細胞) を 0 (< 5%)、
1 (5-33%)、2 (33-66%)、3 (> 66%) 点に、(2) inflammation (小葉内炎症) を 0 (病巣
なし)、1 (200 倍の視野で 2 ヵ所以下の病巣)、2 (200 倍の視野で 2-4 ヵ所の病巣)、
3 (200 倍の視野で 4 ヵ所以上の病巣) 点に、(3) hepatocytes ballooning (肝細胞の風
船様変性：障害された肝細胞を表す) を 0 (なし)、1 (少数)、2 (多数) 点に分類し、
合計で 5 点以上を NASH と診断した。なお、(2) 小葉内炎症における炎症の病巣
数は、主に小型炎症細胞 (リンパ球) の集簇として捉えられる炎症巣の単位視野
あたりの数で判定した。また、肝線維化の重症度についても、Kleiner らの報告 92)
に従い分類した。なお、肝組織切片の作製、H.E.染色および E.M.染色は東北大
学医学系研究科病理診断プラットフォームに委託し、重症度の分類は 1 名の病
理専門医の指導のもと行った。 
 
血漿中 AST 及び ALT 活性の測定 
マウス腹大動脈より採取した血漿中AST及びALT活性の測定はトランスアミ
ナーゼ CII-テスト キット (Wako) を用いて行った。血漿 1.3 μL に基質酵素液 
(AST または ALT) 33.3 μL を加え、37ºC で 5 min 反応させた。続いて、発色試薬
33.3 μL を加え、振盪後、37ºC で 20 min 反応させた。さらに、反応停止液 133.3 μL
を加え、室温で 5 min 振盪後、555 nm の吸光度を測定した。 
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肝臓からの総脂質抽出とコレステロール及び TG の測定 
肝臓からの総脂質抽出は Folch 法 121)を用いて行った。すなわち、重量を測定
した肝臓組織切片をホモジナイズし、メタノール／クロロホルム (1:2, v/v) 混合
液 1 mL を加えて 10 秒間激しく撹拌した後、4ºC で 1 晩静置した。続いて、0.8% 
KCl 200 µL を加えて 10 秒間激しく撹拌した後、遠心分離 (15,000 × g、20 min、
4ºC) した。下層 500 µL を新しい 1.5 mL チューブに移し、遠心エバポレーター
で溶媒留去した後、10% TritonX-100を含む2-プロパノール200 µLに再溶解させ、
測定に付した。肝臓中コレステロール及び TG の測定は、それぞれコレステロー
ル E-テストワコー (Wako) 及びラボアッセイ トリグリセライド (Wako) を用
いて行った。サンプル 2 μL に発色試薬 300 μL を加え、37ºC で 5 min 反応させ、
600 nm の吸光度を測定した。 
 
胆汁酸の標準溶液の調製 
 各胆汁酸の標準化合物を精秤後、エタノール／水 (1:1, v/v) で溶解して 100–
300 μg/mLの標準原液を調製した。各標準原液を一定量採り、さらにエタノール
／水 (1:1, v/v) で希釈して 1、3、10、30、100、300、1,000 及び 3,000 nmol/L の
標準混合溶液を調製した。 
 
IS 溶液の調製 
 安定同位元素標識した各化合物を精秤後、エタノール／水 (1:1, v/v) で溶解し
て 100 µg/mL の標準原液を調製した。各標準原液を一定量採り、さらにエタノ
ール／水 (1:1, v/v) で希釈して 2 μmol/L の IS 混合溶液とした。 
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検量線試料の調製 
 各濃度の胆汁酸の標準混合溶液を一定量採り、IS 混合溶液 5 μL を添加して、
1、3、10、30、100、300、1,000 及び 3,000 nmol/L の検量線試料を調製した。各
試料を遠心エバポレーターにて溶媒留去し、残渣をメタノール／水 (1:1, v/v) 50 
µLで再溶解したものを 10 µL 注入して、検量線を作製した。 
 
マウス各サンプルの前処理 
肝臓を精秤後、水 200 µL を加え、Bioruptor UCD-300 (Cosmo Bio) を用いて 5 
min 超音波処理を行った。得られた肝臓ホモジナイズ (水で 100 倍希釈及び希釈
なし) 100 µL に IS 混合溶液 5 μL を添加した後、メタノール／アセトニトリル 
(1:1, v/v) 1 mL を加えて 10 秒間激しく撹拌した。遠心分離 (15,000 × g、10 min、
4ºC) 後、得られた上清を遠心エバポレーターにて溶媒留去し、メタノール／水 
(1:1, v/v) で再溶解したものをサンプルとした。 
胆汁 (水で 100 倍及び 100,000 倍希釈) は 50 µL、血漿 (水で 50 倍希釈及び希
釈なし) は 50 µL に IS 混合溶液 5 μL を添加した後、先に述べた方法により前処
理を行ない、サンプルとした。 
 
サンプル中胆汁酸の定量 (LC/MS/MS)  
 HPLC およびタンデム質量分析は、以下の条件及び Table 11 に示した条件で実
施した。クロマトグラム上のピーク面積をデータ解析ソフトにより算出し、各
化合物と各 IS の面積比を用いる内部標準法により定量した。 
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<HPLC condition> 
System: Nexera (Shimadzu) 
Analytical column: YMC-Triart C18 (2.1 mm I.D. × 150 mm, 1.9 µm, YMC, Kyoto, 
Japan) 
Guard column: YMC-Triart C18 (2.1 mm I.D. × 5 mm, 1.9 µm, YMC) 
Column oven temperature: 40ºC 
Mobile phase:  
A: 20 mmol/L ammonium formate in water (pH 8.0) 
B: 20 mmol/L ammonium formate in methanol/acetonitrile (50:50, v/v) 
Gradient elution: 0-10 min, 40% B; 10-23 min, 40-80% B; 23-28 min, 80% B 
Flow rate: 0.3 mL/min 
Injection volume: 10 µL 
 
<MS/MS condition> 
System: QTRAP 6500 (AB SCIEX) 
Ionization mode: ESI-negative 
Curtain gas: 20 psi 
Collision gas: 12 psi 
Ionspray voltage: －4500 V 
Ion source temperature: 300ºC 
Ion source gas 1: 60 psi 
Ion source gas 2: 60 psi 
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Analytes SRM transition 
DP 
(V) 
CE 
(eV) 
CXP 
(V) 
EP 
(V) 
IS 
CA m/z 453 → 407 30 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
αMCA m/z 453 → 407 30 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
βMCA m/z 453 → 407 30 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
ωMCA m/z 453 → 407 30 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
HCA m/z 453 → 407 30 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
HDCA m/z 437 → 391 25 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
CDCA m/z 437 → 391 25 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
DCA m/z 437 → 391 25 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
UDCA m/z 437 → 391 25 25 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
LCA m/z 421 → 375 25 20 15 6 3, 7, 12-[18O]CA 
GCA m/z 464 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O]GCA 
GαMCA m/z 464 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O]GCA 
GβMCA m/z 464 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O]GCA 
GHCA m/z 464 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O]GCA 
GHDCA m/z 448 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
GCDCA m/z 448 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
GDCA m/z 448 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
GUDCA m/z 448 → 74 120 80 10 6 3, 7-[18O, 2H]GCDCA 
GLCA m/z 432 → 74 120 80 10 6 3-[18O, 2H]GLCA 
TCA m/z 514 → 80 100 150 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TαMCA m/z 514 → 80 100 150 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TβMCA m/z 514 → 80 100 150 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TωMCA m/z 514 → 80 100 150 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
THCA m/z 514 → 80 100 150 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
THDCA m/z 498 → 80 100 130 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TCDCA m/z 498 → 80 100 130 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TDCA m/z 498 → 80 100 130 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TUDCA m/z 498 → 80 100 130 11 8 3, 12-[18O, 2H]TDCA 
TLCA m/z 482 → 80 100 130 11 8 3-[18O, 2H]TLCA 
CDCA 3-sulfate m/z 471 → 97 45 110 15 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
Table 11 Analysis of SRM parameters and internal standards for bile acids 
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DCA 3-sulfate m/z 471 → 97 45 110 15 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
LCA 3-sulfate m/z 455 → 97 120 110 11 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
GCA 3-sulfate m/z 544 → 464 80 46 21 10 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
GCDCA 3-sulfate m/z 528 → 448 10 44 21 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
GDCA 3-sulfate m/z 528 → 448 10 44 21 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
GUDCA 3-sulfate m/z 528 → 448 10 44 21 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
GLCA 3-sulfate m/z 512 → 432 5 44 5 8 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
TCA 3-sulfate m/z 296 → 496 70 32 11 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
TCDCA 3-sulfate m/z 289 → 480 70 32 11 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
TDCA 3-sulfate m/z 289 → 480 70 32 11 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
TUDCA 3-sulfate m/z 289 → 480 70 32 11 6 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
TLCA 3-sulfate m/z 280 → 464 20 32 13 8 7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate 
CA 3-glucuronide m/z 583 → 583 60 30 13 10 3, 7, 12-[18O]CA 
CDCA 3-glucuronide m/z 567 → 567 60 30 13 10 3, 7, 12-[18O]CA 
DCA 3-glucuronide m/z 567 → 567 60 30 13 10 3, 7, 12-[18O]CA 
UDCA 3-glucuronide m/z 567 → 567 60 30 13 10 3, 7, 12-[18O]CA 
LCA 3-glucuronide m/z 551 → 375 16 57 18 10 3, 7, 12-[18O]CA 
3, 7, 12-[18O]CA m/z 459 → 413 30 25 15 6 － 
3, 7-[18O]GCA m/z 470 → 74 120 80 10 6 － 
3, 7-[18O, 2H]GCDCA m/z 454 → 74 120 80 10 6 － 
3-[18O, 2H]GLCA m/z 435 → 74 120 80 10 6 － 
3, 12-[18O, 2H]TDCA m/z 504 → 80 100 130 11 8 － 
3-[18O, 2H]TLCA m/z 485 → 80 100 130 11 8 － 
7-[18O, 2H]CDCA 3-sulfate m/z 474 → 97 45 110 15 6 － 
 
qPCR 
・マウス臓器からの total RNA 抽出 
マウスから摘出した肝臓および回腸粘膜部を TaKaRa BioMasherII Standard 
(Takara, Shiga, Japan) でホモジナイズし、TriPure Isolation Reagent (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany) 1 mL に溶解させた。クロロホルム 0.2 mL を加
えて、15 秒間激しく混和した。室温で 10 min 静置し、遠心分離 (12,000 × g、15 
min、4ºC) した。上清に 2-プロパノール 0.5 mL を加えて、20 回転倒混和した。
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室温で 10 min 静置し、遠心分離 (12,000 × g、10 min、4ºC) した。沈殿に 75%エ
タノール 1 mL を加えて、遠心分離 (7,500 × g、10 min、4ºC) した。沈殿した total 
RNA を乾燥後、ribonuclease (RNase) free water に溶解させた。Total RNA の濃度
は Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定した。 
 
・TWNT-1 細胞からの total RNA 抽出 
 TWNT-1 細胞は 5.0×105 cells/mL 懸濁液を調製後、I型コラーゲンコーティング
6-well plates (IWAKI, Shizuoka, Japan) に 2 mL/well ずつ播種し、FBS 無添加の 100 
IU/mL penicillin-100 μg/mL streptomycin を含む DMEM を用いて 24 時間培養を行
った。胆汁酸溶液を添加する 2 時間前に FBS 無添加の DMEM で培地交換を行っ
た。培養液を除去した後、培養液に溶解させた胆汁酸溶液 (100 µM) を 2 mL 添
加し、24 時間培養を行った。陽性対照群には、培養液に溶解させた TGF-β1 溶
液 (10 ng/mL) 及び TNF-α 溶液 (100 ng/mL)、あるいは 10% FBS を含む培養液を
用いた。細胞の培養は 37ºC、5% CO2-95% air インキュベーター内で行った。胆
汁酸溶液を除去した後、氷冷した PBS 1 mL で 1 回洗浄し、TriPure Isolation 
Reagent (Roche Diagnostics) 0.5 mL に溶解させた。以下、先に述べた方法により
行った。 
 
・DNase 処理 
Deoxyribonuclease (DNase) 処理は、RQ1 RNase-Free DNase (Promega, Tokyo, 
Japan) を用いて行った。Table 12 に示したように反応液を調製し、37ºC で 30 min
反応させた後、RQ1 DNase Stop Solution (Promega) 2 μL を加え、65ºC で 10 min
反応させた。 
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Component Volume/Reaction 
RNase free water variable 
RQ1 DNase 10× Reaction Buffer 2 μL 
RQ1 RNase-Free DNase 1 μL/μg RNA 
Template RNA 1–5 μg 
Total volume 20 μL 
 
・逆転写反応 
 逆転写反応は、ReverTra Ace® (TOYOBO) を用いて行った。Table 13 に示した
ように反応液を調製し、30ºC で 10 min、42ºC で 60 min、99ºC で 5 min の条件で
順次反応させた。なお、逆転写反応には PCR Thermal Cycler Dice® Touch (Takara) 
を使用した。 
 
Component Volume/Reaction 
RNase free water variable 
RT buffer 4 μL 
Random primer (25 pmol/μL) 2 μL 
dNTP mix (10 mM each) 1 μL 
RNase inhibitor 0.5 μL 
ReverTra Ace 1 μL 
Template RNA variable 
Total volume 20 μL 
 
 
 
Table 12 Composition of reaction solution for DNase treatment 
Table 13 Composition of reaction solution for reverse transcription 
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・PCR 
PCR には KAPA SYBR® Fast qPCR Kit (Nippon Genetics, Tokyo, Japan)を用いた。
臓器および細胞の mRNA から調製した complementary deoxyribonucleic acid 
(cDNA) を用い、Table 14 のように反応液を調製した。反応温度条件は、95ºC で
3 min 処理後、95ºC で 15 秒、60ºC で 30 秒、72ºC で 1 min のサイクルを 40 サイ
クル行った。反応および検出には、ABI StepOnePlus™ Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) を使用した。各遺伝子の mRNA 発現量は、
β-actin をリファレンス遺伝子として用いて比較 Ct 法 (2-ΔΔCt) により算出した。
なお、用いた primer の塩基配列を Table 15 に示した。 
 
Component Volume/Reaction 
RNase free water 2.4 μL 
Master mix 5 μL 
Forward primer (20 pmol/μL) 0.2 μL 
Reverse primer (20 pmol/μL) 0.2 μL 
ROX High 0.2 μL 
Template cDNA (5 ng/μL) 2 μL 
Total volume 10 μL 
 
Name Accession number 
 
Sequences Product size (bp)   
Tnf-α NM_013693 
Forward 
Reverse 
5´-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3´ 
5´-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3´ 
103 
Il-1β NM_008361 
Forward 
Reverse 
5´-TGGAGAGTGTGGATCCCAAGCAAT-3´ 
5´-TGTCCTGACCACTGTTGTTTCCCA-3´ 
180 
Il-6 NM_031168 
Forward 
Reverse 
5´-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3´ 
5´-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3´ 
109 
Table 15 Sequences of primers for qPCR 
Table 14 Composition of reaction solution for qPCR 
– 110 – 
F4/80 NM_010130 
Forward 
Reverse 
5´-TCAAATGGATCCAGAAGGCTCCCA-3´ 
5´-TGCACTGCTTGGCATTGCTGTATC-3´ 
120 
CD11c NM_021334 
Forward 
Reverse 
5´-CTGGATAGCCTTTCTTCTGCTG-3´ 
5´-GCACACTGTGTCCGAACTCA-3´ 
113 
Mcp-1 NM_011333 
Forward 
Reverse 
5´-TCACCTGCTGCTACTCATTCACCA-3´ 
5´-TACAGCTTCTTTGGGACACCTGCT-3´ 
98 
Mmp-2 NM_008610 
Forward 
Reverse 
5´-GCTCTGTCCTCCTCTGTAGTTA-3´ 
5´-GGTACAGTCAGCACCTTTCTT-3´ 
104 
Timp-1 NM_011593 
Forward 
Reverse 
5´-TGGGAAATGCCGCAGATATC-3´ 
5´-TGGGACTTGTGGGCATATCC-3´ 
76 
Tgf-β1 NM_011577 
Forward 
Reverse 
5´-GGAGAGCCCTGGATACCAAC-3´ 
5´-CAACCCAGGTCCTTCCTAAA-3´ 
94 
Collagen1α1 NM_007742 
Forward 
Reverse 
5´-AGACCTGTGTGTTCCCTACT-3´ 
5´-GAATCCATCGGTCATGCTCTC-3´ 
113 
Ostβ NM_178933 
Forward 
Reverse 
5´-AGAGAAAGCTGCAGCCAATG-3´ 
5´-CCAGGACCAGGATGGAATAA-3´ 
110 
Abcc4 NM_001033336 
Forward 
Reverse 
5´-AGCTTCAACGGTACTGGGATA-3´ 
5´-TCGTCGGGGTCATACTTCTC-3´ 
205 
Abcc3 NM_029600 
Forward 
Reverse 
5´-AGAGCTGGGCTCCAAGTTCT-3´ 
5´-TGGTGTCTCAGGTAAAACAGGTAGCA-3´ 
153 
Ntcp NM_011387 
Forward 
Reverse 
5´-AGGGGGACATGAACCTCAG-3´ 
5´-TCCGTCGTAGATTCCTTTGC-3´ 
107 
Oatp1b2 NM_020495 
Forward 
Reverse 
5´-ACCAAACTCAGCATCCAAGC-3´ 
5´-TAGCTGAATGAGAGGGCTGC-3´ 
103 
Asbt NM_011388 
Forward 
Reverse 
5´-TGGGTTTCTTCCTGGCTAGACT-3´ 
5´-TGTTCTGCATTCCAGTTTCCAA-3´ 
81 
Bsep NM_021022 
Forward 
Reverse 
5´-CCAGAACATGACAAACGGAA-3´ 
5´-AAGGACAGCCACACCAACTC-3´ 
100 
Abcc2 NM_013806 
Forward 
Reverse 
5´-TCCAGGACCAAGAGATTTGC-3´ 
5´-TCTGTGAGTGCAAGAGACAGGT-3´ 
107 
Cyp7a1 NM_007824 
Forward 
Reverse 
5´-GGGAATGCCATTTACTTGGA-3´ 
5´-GTCCGGATATTCAAGGATGC-3´ 
107 
Cyp27a1 NM_024264 
Forward 
Reverse 
5´-CTATGTGCTGCACTTGCCC-3´ 
5´-GGGCACTAGCCAGATTCACA-3´ 
107 
Cyp8b1 NM_010012 Forward 5´-TCCTCAGGGTGGTACAGGAG-3´ 96 
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Reverse 5´-GATAGGGGAAGAGAGCCACC-3´ 
Akr1d1 NM_145364 
Forward 
Reverse 
5´-ATCGTCATTGTCGCACATAG-3´ 
5´-GGAATGACAACTATCCCTCG-3´ 
176 
Hsd3b7 NM_133943 
Forward 
Reverse 
5´-ACCTGCACCTGAGTTCTTGG-3´ 
5´-CAATCACATTCTGTGTGCCC-3´ 
213 
Baat NM_007519 
Forward 
Reverse 
5´-GCCCCTACCAAATCCACATAAA-3´ 
5´-GGCTATCCAAGGGAGGACTGA-3´ 
81 
Sult2a1 NM_001111296 
Forward 
Reverse 
5´-GGAAGGACCACGACTCATAAC-3´ 
5´-GATTCTTCACAAGGTTTGTGTTACC-3´ 
158 
Fxr NM_009108 
Forward 
Reverse 
5´-GGGCTCCGAATCCTCTTAGA-3´ 
5´-TGGTCCTCAAATAAGATCCTTGG-3´ 
71 
Collagen1α1 NM_007742 
Forward 
Reverse 
5´-AGACCTGTGTGTTCCCTACT-3´ 
5´-GAATCCATCGGTCATGCTCTC-3´ 
113 
β-actin NM_007393 
Forward 
Reverse 
5´-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3´ 
5´-CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3´ 
138 
α-SMA NM_001613 
Forward 
Reverse 
5´-CAGGGCTGTTTTCCCATCCA-3´ 
5´-CCTCTTTTGCTCTGTGCTTCGT-3´ 
108 
HPRT NM_000194 
Forward 
Reverse 
5´-GCGTCGTGATTAGCGATGATGAAC-3´ 
5´-CCTCCCATCTCCTTCATGACATCT-3´ 
157 
 
Western blot analysis 
・マウス肝臓からのタンパク質抽出 
 マウス肝臓を 1 mM PMSF を含む RIPA buffer 250 µL 中でホモジナイズした。
氷上で 5 min インキュベートした後、Bioruptor UCD-300 (Cosmo Bio) を用いて 5 
min 超音波処理を行った。遠心分離 (15,000 × g、15 min、4ºC) 後、得られた上
清をサンプルとした。タンパク質濃度は BSA を標準試料とする BCA 法を用い
て定量した。BCA 法には Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) 
を用い、マイクロプレートリーダーInfinite® M200 PRO (TECAN) にて 562 nm の
吸光度を測定した。 
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・SDS-PAGE および western blotting 
サンプル (30 µg/lane) を loading buffer (62.5 mM Tris-HCl、1% SDS、2.5% 
2-mercaptoethanol、10% glycerol、0.005% bromophenol blue) 中で 5 min 反応させ、
変性させた。Stacking gel (4.3% polyacrylamide、125 mM Tris-HCl、0.1% SDS and 
0.1% APS、TEMED) と running gel (12% polyacrylamide、250 mM Tris-HCl、0.1% 
SDS、0.1% APS、TEMED) を用いて電気泳動し、各タンパク質を分離した。泳
動用緩衝液には running buffer (25 mM Tris、192 mM glycine、0.1% SDS) を用い
た。続いて、ポリアクリルアミドゲルから PVDF メンブレン (BIO-RAD) へのタ
ンパク質の転写を行った。転写は transfer buffer (25 mM Tris、192 mM glycine、10% 
MeOH) に浸したろ紙にポリアクリルアミドゲルおよびPVDFメンブレンをはさ
み、4ºC で 20 V の電圧を一晩かけて行った。転写後、メンブレンを blocking buffer 
(0.1% Tween 20 and 3% skim milk in TBS) 中で 3時間振盪した。一次抗体は diluent 
buffer (0.1% Tween 20 and 3% skim milk in TBS) で抗体価に応じて希釈した抗体
液 (Table 16) 1 mL とメンブレンを密封し、4ºC で 3 時間反応させた。メンブレ
ンを wash buffer (0.1% Tween 20 in TBS) で 10 min、3 回洗浄し、diluent buffer で
2,000 倍 希 釈 し た horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit 
immunoglobulin G (IgG) (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) または horseradish 
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG+IgM (H+L) (Jackson Immunoresearch 
Laboratories) 1 mL とメンブレンを密封し、室温で 1 時間反応させた。その後メ
ンブレンを wash buffer で 10 min、3 回洗浄し、Clarity® Western ECL Substrate 
(BIO-RAD) を用いて 5 min 反応させ、ChemiDoc® MP Imaging System (BIO-RAD) 
で露光と検出を行った。 
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Antibody Diluent ratio 
α-Sma (Proteintech) 1/1,000 
mouse anti-gapdh monoclonal antibody (Proteintech) 1/4,000 
 
統計解析 
実験結果は全て平均 ± 標準偏差 (mean ± standard deviation (S.D.)) で示した。
また、2 群間の有意差の検定は Student’s t-test により行った。コントロール群と
胆汁酸添加群間における有意差の検定は、統計解析ソフト JMP Pro 12 (SAS 
Institute) を用いて one-way ANOVA の後、Dunnett test により行った。統計学的有
意水準は * p < 0.05、** p < 0.01 とした。 
Table 16 Diluent ratio of antibodies using western blot analysis 
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